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RESUMO GERAL

Podriddes causadas por espécies do género Fusarium estdo entre as doencas que mais limitam
a producédo e comercializacao de frutos em todo o mundo. Espécies de Fusarium apresentam
uma ampla distribuicdo global e alta capacidade de colonizar um grande numero de
hospedeiros. As pimenteiras do género Capsicum s&o pertencentes a familia Solanaceae, sendo
nativas do continente americano e estando entre as plantas cultivadas mais antigas das
Ameéricas. Elas apresentam um mercado diversificado devido a grande variedade de produtos e
subprodutos, usos e formas de consumo. O objetivo deste estudo foi identificar quais agentes
fitopatogénicos sdo responsaveis por causar podriddo seca em frutos de pimenta malagueta na
regido da Zona da Mata do Estado de Pernambuco. Para isso, amostras de pimentas
apresentando sintomas de podriddo seca foram coletadas em areas de cultivo nos municipios
pernambucanos de Primavera, Chd Grande e Vitoria de Santo Antéo e levadas ao Laboratorio
de Patologia P6s-Colheita da Universidade Federal Rural de Pernambuco (LPPC-UFRPE) para
serem analisadas. A partir das amostras coletadas em campo foram obtidos 27 isolados.
Utilizando preparagdes microscopicas, todos os isolados, através de comparaces morfoldgicas,
foram identificados a nivel de género como pertencentes ao género Fusarium. Destes, 17
isolados foram selecionados para serem utilizados na extragdo de DNA e, posteriormente,
identificados a nivel de espécie através da andlise das sequéncias das regides TEF1 e RPB2
através de Inferéncia Bayesiana. A andlise concatenada das duas regifes génicas agrupou 0s
isolados em quatro complexos de espécies distintos: complexo de espécie Fusarium
incarnatum-equiseti (FIESC), complexo de espécies Fusarium lateritium (FLSC), complexo de
espécies Fusarium chlamydosporum (FCSC) e complexo de espécie Fusarium fujikuroi
(FFSC). Anélises posteriores agruparam estes isolados em clados de nove espécies diferentes,
sendo seis espécies pertencentes ao FIESC (F. pernambucanum, F. sulawesiense, F.
caatingaense, F. hainanense, F. citri e F. arcuatisporum), uma espécie pertencente ao FLSC
(F. cassiae), uma espécie pertencente ao FCSC (F. chlamydosporum) e um isolado pertencente
ao FFSC (F. pseudocircinatum). Todos os isolados identificados a nivel de espécie foram
patogénicos em frutos de pimenta malagueta. Os resultados obtidos neste trabalho poderédo
servir para o0 desenvolvimento de estratégias de manejo desta doenga, evitando perdas

ocasionadas por estes fitopatogenos.

Palavras-chaves: Capsicum frutescens L., Solanaceae, filogenia, pds-colheita.
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GENERAL ABSTRACT

Rots caused by species of the Fusarium genus are among the diseases that most limit the
production and commercialization of fruits worldwide. Fusarium species present a wide global
distribution and a high capacity to colonize a large number of hosts. The pepper plants of the
genus Capsicum belong to the Solanaceae family. Capsicum spp. are native to the American
continent, being among the oldest cultivated plants in the Americas. They present a diversified
market due to the wide variety of products and by-products, uses and forms of consumption.
The aim of this study was to identify which phytopathogenic agents are responsible for causing
dry rot in chili pepper fruits in the Zona da Mata region of the State of Pernambuco. For this,
samples of peppers showing symptoms of dry rot were collected in areas of cultivation in the
municipalities of Primavera, Cha Grande and Vitéria de Santo Antdo, in Pernambuco, and taken
to the Laboratory of Post-Harvest Pathology of the Federal Rural University of Pernambuco
(LPPC-UFRPE) to be analyzed. From the samples collected in the field, 27 isolates were
obtained. Using microscopic preparations, all isolates, through morphological comparisons,
were identified at the genus level as Fusarium. Of these, 17 isolates were selected to be used in
DNA extraction and, later, identified at the species level by analyzing the sequences of the
TEF1 and RPB2 regions using Bayesian Inference. Concatenated analysis of the two gene
regions grouped the isolates into four distinct species complexes: Fusarium incarnatum-
equiseti species complex (FIESC), Fusarium lateritium species complex (FLSC), Fusarium
chlamydosporum species complex (FCSC) and Fusarium fujikuroi species complex (FFSC).
Subsequent analyzes grouped these isolates into clades of nine different species, with six
species belonging to the FIESC (F. pernambucanum, F. sulawesiense, F. caatingaense, F.
hainanense, F. citri and F. arcuatisporum), one species belonging to the FLSC (F. cassiae),
one species belonging to the FCSC (F. chlamydosporum) and one isolate belonging to the FFSC
(F. pseudocircinatum). All isolates identified at the species level were pathogenic in chili
pepper fruits. The results obtained in this work may serve for the development of management

strategies for this disease, avoiding losses caused by these phytopathogens.

Keywords: Capsicum frutescens L., Solanaceae, phylogeny, post-harvest.



CAPITULO |
]
|

Introducdo Geral



10

ESPECIES DE Fusarium CAUSANDO PODRIDAO SECA EM FRUTOS DE
PIMENTA MALAGUETA NA ZONA DA MATA PERNAMBUCANA

INTRODUCAO GERAL

1. Aspectos gerais e caracteristicas botanicas

Pimenteiras do género Capsicum sao cultivadas pela humanidade ha muitos anos, sendo
seus frutos utilizados como alimento, ingredientes aromatizantes, corantes naturais e também
empregados na medicina tradicional. Hoje em dia, as pimentas s&o amplamente utilizadas tanto
na culinaria como na inddstria alimenticia, apresentando um mercado diversificado, devido a
grande variedade de produtos e subprodutos, usos e formas de consumo (HERNANDEZ-
PEREZ et al., 2020; JESUS et al., 2020).

As pimenteiras do género Capsicum sdo nativas da Ameérica, tendo surgido por volta de
7.000 anos a.C., estando, assim, entre as plantas cultivadas mais antigas deste continente.
Contudo, sua origem exata € controversa, sendo que alguns pesquisadores acreditam que elas
surgiram na Bacia Amazonica, enquanto outros afirmam que elas se originaram na América
Central ou ainda no México (BONTEMPO, 2007; RIBEIRO et al., 2008).

O nome pimenta vem da palavra latina pigmentum, que significa matéria corante, sendo
gue no espanhol virou pimienta. O género Capsicum (do grego kapso, que significa picar ou
arder) é pertencente a familia Solanaceae, sendo representado pelos pimentdes, pimentas doces
e pimentas picantes, compreendendo cerca de 30 espécies conhecidas, sendo destas, cinco
espécies domesticadas (Capsicum frutescens L., C. chinense Jacquin, C. annuum L. var.
annuum, C. pubescens Ruiz & Pavon e C. baccatum var. pendulum (Wild.) Eshbaugh (HOU et
al, 2018; LIMA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2021).

O Brasil é um importante centro de diversidade do género Capsicum. Em seu territorio
podem ser encontrados quatro dos cincos taxons domesticados desse género, além de outras
espécies e variedades semidomesticadas e silvestres. A espécie C. frutescens inclui a pimenta
malagueta e a pimenta tabasco. C. annuum var. annuum € a espécie mais variavel e cultivada
em todo o mundo e inclui os pimentdes, pimentas doces para fabricagcdo de paprica (pimenta
vermelha desidratada na forma de p0 para fabricacdo de corantes e temperos), as pimentas
picantes jalapenho, cayenne e outras. C. baccatum var. pendulum é representada no Brasil,
principalmente, pelas pimentas dedo-de-moca e cambuci ou chapéu-de-frade. C. chinense é

considerada a mais brasileira entre todas as espécies domesticadas de pimentas. Ela apresenta
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a Bacia Amazo6nica como area de maior diversidade, sendo representada pelas pimentas
conhecidas como pimenta-de-cheiro, pimenta-de-bode, cumari-do-Pard, murupi, biquinho,
entre outras (JESUS et al., 2020; RIBEIRO et al., 2008).

As espécies domesticadas de Capsicum em geral sdo autdgamas. Contudo, pode ocorrer
certa taxa de alogamia entre variedade e até mesmo entre diferentes espécies do género. A altura
e a forma de crescimento das plantas variam de acordo com a espécie e as condi¢des de cultivo.
Em ambientes naturais, as espécies de Capsicum geralmente tém ciclo de vida perene, embora
em muitas partes do mundo se comportem como anuais. O sistema radicular é pivotante, com
um namero elevado de ramificacOes laterais, podendo chegar a profundidades de 70 cm a 120
cm. As folhas apresentam tamanho, coloracdo, formato e pilosidade variaveis; a cor é
tipicamente verde, mas existem folhas violetas e variegadas. Quanto ao formato, as folhas
podem variar de ovaladas ou lanceoladas a deltides (CARVALHO et al., 2006; RIBEIRO et
al., 2008).

Frutos do género Capsicum apresentam uma grande diversidade de formato, tamanho e
cor. Quando maduros, sdo geralmente vermelhos, podendo apresentar coloracdo amarelo-
leitoso, amarelo-forte, alaranjada, salmao, vermelha, roxa e preta. Os frutos podem ainda ser
brilhantes ou opacos. O formato varia entre as espécies e dentro delas, existindo frutos
alongados, arredondados, triangulares ou conicos, campanulados, quadrados ou retangulares.
As sementes sdo reniformes, aplanadas, escuras ou claras, sendo que a maior parte das espécies
de Capsicum produz sementes ortodoxas (HERNANDEZ-PEREZ et al., 2020; RIBEIRO et al.,
2008).

A colheita dos frutos das pimenteiras comeca geralmente a partir de 90 dias apds o
transplante das mudas para o campo e pode estender-se por mais de um ano em lavouras bem
conduzidas. As primeiras colheitas de espécies mais precoces sdo feitas a partir de 80 dias ap0s
a semeadura; e de espécies mais tardias, apos 120 dias. A partir das primeiras colheitas, as
plantas produzem continuamente flores e frutos, proporcionando maultiplas colheitas (ABUD et
al., 2013; RIBEIRO et al., 2008).

O ponto de colheita ideal € determinado visualmente, quando os frutos atingem o
tamanho maximo de crescimento e o formato tipico de cada espécie, com a cor especifica
demandada pelo mercado. As pimentas séo colhidas manualmente e, dependendo do tipo e do
mercado de destino, sdo colhidas com ou sem os pedunculos. As pimenteiras sdo plantas tipicas
de climas tropicais e, por esta razdo, as pimentas devem ser conservadas na fase de pos-colheita
em temperaturas entre 7°C e 12°C, para reduzir a respiracdo e outros processos fisioldgicos
(ABUD et al., 2013; RIBEIRO et al., 2008; SOETHE et al., 2016).
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As pimentas apresentam compostos quimicos importantes, como vitaminas, minerais,
flavonoides, carotenoides e outros metabolitos secundarios com propriedades antioxidantes,
sendo consideradas alimentos funcionais, capazes de promover beneficios a saude. No entanto,
a pungéncia ainda continua sendo seu atributo mais atrativo (HERNANDEZ-PEREZ et al.,
2020; NADEEM et al., 2011; RIBEIRO et al., 2008).

A concentracao de capsaicina nos frutos de pimenta € o que determina a sua pungéncia.
Esta concentracdo € medida através do Teste Organoléptico Scoville (Scoville Organoleptic
Test), desenvolvido pelo farmacéutico americano Wilbur Scoville em 1912 (RIBEIRO et al.,
2008). Sendo que, atualmente, para uma determinacdo quantitativa mais confidvel sdo
empregados métodos cromatograficos, como por exemplo a HPLC (High Performance Liquid

Cromatography), utilizado para uso em produtos farmacéuticos (GOCI et al., 2021).

2. Importancia econdmica do cultivo de pimentas

Pimentas podem ser cultivadas por agricultores em pequena, média e grande escala,
sendo que as pimentas, em sua maioria, sdo cultivadas em pequenas unidades familiares de
producdo, em areas que variam de 0,5 hectare a 10 hectares. Sua importancia socioeconémica
é muito grande, por permitir a fixacdo de pequenos produtores rurais e suas familias no campo,
a contratacdo sazonal de médo-de-obra, especialmente durante o periodo de colheita, e 0
estabelecimento de industrias processadoras e, consequentemente, a geracdo de emprego
(JESUS et al., 2020; LIMA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2008).

As pimentas sdo cultivadas em praticamente todos os paises do mundo (ALVES, 2016).
Em 2020, a producdo mundial de Capsicum spp. (incluindo pimentas e pimentdes) foi de mais
de 36,1 milhdes de toneladas em uma é&rea colhida de cerca de 2 milhdes de hectares,
apresentando um aumento na area cultivada de 100 mil hectares e na produc¢do de mais de 110
mil toneladas quando comparados aos dados do ano anterior. Os maiores produtores mundiais
de pimentas em 2020 foram a China (16,6 milhdes de toneladas), o México (2,8 milhdes de
toneladas), a Indonésia (2,7 milhdes de toneladas), a Turquia (2,6 milhdes de toneladas) e a
Espanha (1,4 milhdes de toneladas) (FAO, 2022). Além de ser uma cultura de destaque em
paises desenvolvidos, a cultura da pimenta também se destaca por ser uma importante fonte de
renda para pequenos produtores em muitos paises em desenvolvimento (FRIMPONG et al.
2019).

Em relacdo ao comércio internacional de Capsicum spp. as exporta¢cbes mundiais em

2020 atingiram volumes de 584,9 mil toneladas, gerando uma receita de mais de US$ 1,3
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bilhdes. Sendo os maiores exportadores a india (423,5 mil toneladas), a China (54,3 mil
toneladas), o Peru (31,8 mil toneladas), o México (16,8 mil toneladas) e Myanmar (16,6 mil
toneladas) (TRADEMAP, 2022).

O cultivo no Brasil de pimentas do género Capsicum é realizado em todos os estados da
federacdo (LIMA et al, 2017). Abrangendo cerca de 5 mil hectares cultivados (CARVALHO
et al., 2015). Sendo que, a produtividade média depende do tipo de pimenta cultivada, variando
de 10 t ha' a 30 t ha'. O custo de producdo, assim como a rentabilidade obtida da
comercializacdo dos frutos, varia principalmente em funcdo do tipo de pimenta, da
produtividade e do periodo de colheita (RIBEIRO et al., 2008).

De acordo com dados do IBGE (2022), o Brasil produziu em 2017 mais de 28,2 mil
toneladas de pimentas, em mais de 28,7 mil propriedades, gerando uma receita de mais R$ 98,5
milhGes. Sendo os maiores produtores em gquantidade produzida os estados de S&o Paulo (4,9
mil toneladas), Amazonas (3,7 mil toneladas), Para (3,6 mil toneladas), Ceard (3,1 mil
toneladas), Goiéas (2,3 mil toneladas) e Sergipe (2,2 mil toneladas). O estado de Pernambuco
figura como o décimo quinto no ranking nacional de producdo de pimentas, apresentando no
ano de 2017 uma producdo de 364 toneladas do fruto.

O Brasil exportou no ano de 2020 aproximadamente 2 mil toneladas de pimentas do
género Capsicum, gerando uma receita de mais de US$ 3,6 milhdes, apresentando um
crescimento de 18% nos valores exportados e 16% no volume quando comparados ao ano de
2016, sendo o décimo quarto no ranking mundial de exportaces do género (TRADEMAP,
2022).

As variedades de pimenta mais cultivadas no Brasil séo: pimenta malagueta (fruto de 2
cm de comprimento e em média 0,5 cm de largura e coloracdo vermelha forte), pimenta cumari
(fruto esférico e vermelho-escuro), pimenta-de-cheiro (fruto esférico e de cor amarela) e
pimenta dedo-de-moca (cor vermelha ou amarela e frutos com 5 a 7 cm de comprimento e 1,5
cm de largura, apresentam curvas na extremidade) (BONTEMPO, 2007).

Estimativas indicam que o consumo médio diario de pimenta no Brasil é de meio grama
por pessoa (CARVALHO et al., 2006). Sendo que a pimenta malagueta se destaca, ndo sé por
ser a pimenta mais cultivada, como também por ser a mais consumida em todo o pais. Na regido
Nordeste, também predomina o cultivo e o consumo de vérias formas de pimenta-de-cheiro.
Além disso, no Ceara, a pimenta tabasco também ¢é cultivado para exportacdo como pasta para
molho (LIMA et al, 2017; RIBEIRO et al., 2008).

Em todo o Brasil, a produgédo de pimenta é muito diversificada, abrangendo o cultivo

para consumo proprio, cultivo de pimentas ornamentais em vasos, cultivos de colecionadores
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amadores, plantagcdes comerciais, pequenas agroindustrias artesanais de base familiar e grandes
indUstrias produtoras e exportadoras de paprica e de pasta (CARVALHO et al., 2006).

No entanto, no Brasil, 0 mercado mais visivel € o das pimentas comercializadas in
natura, em pequenas quantidades, no atacado e no varejo. Sendo que, o tamanho real e a
relevancia desse mercado sdo dificeis de estimar, principalmente por falta de estatisticas
confidveis e de informagOes sistematizadas. A importancia do mercado de pimentas
processadas também é subestimada, por causa da grande diversidade de produtos e do nimero

de pequenas empresas que atuam nos mercados regionais (RIBEIRO et al., 2008).

3. Perdas na pdés-colheita ocasionadas por fungos

Doencas pos-colheita podem destruir de 10 a 30% do total de rendimentos das culturas,
e em frutos tropicais e subtropicais, especialmente nos paises em desenvolvimento, destroem
mais de 30% da produtividade das culturas (AGRIOS, 2005; PARISI; HENRIQUE; PRATI,
2015). Os fungos sdo os principais agentes causadores de doencas em pos-colheita de frutas e
hortalicas, sendo responsaveis por cerca de 80 a 90% das perdas ocasionadas por fitopatdgenos
durante a pds-colheita, trazendo, com isso, grandes prejuizos aos produtores, bem como
reduzindo a quantidade e a qualidade dos alimentos ofertados a populacdo (DANTAS et al.,
2003).

As doencas fangicas de pds-colheita podem aparecer a qualquer momento entre a
colheita e 0 consumo. Algumas doengas pos-colheita podem ndo tornar o produto invendavel,
mas podem reduzir o seu valor de venda, através do surgimento de manchas ou lesGes que
provocam uma reducdo no valor comercial. Além das perdas econdmicas, alguns géneros
fangicos, sdo capazes de produzir micotoxinas que podem permanecer no produto,
representando um risco a salde caso este seja consumido por pessoas ou animais (AGRIOS,
2005).

Como qualquer outra cultura agricola, pimentas do género Capsicum também sao
suscetiveis a infec¢Bes flngicas. Sendo que, a incidéncia de doencgas na pos-colheita mostra-se
como um grande problema para os produtores desta hortalica (FRIMPONG et al. 2019). A
contaminacéo por fungos de muitos produtos agricolas, incluindo pimenta, comega no campo.
E, devido a falta de informacg6es sobre os tratamentos pos-colheita adequados, embalagem e
condicGes de armazenamento, os frutos ndo apenas perdem sua qualidade, mas também sofrem
perdas substanciais (AKINYEMI; LIAMNGEE, 2018).

Umas das principais doencas de pos-colheita em frutos de pimentas é a antracnose,
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provocada pelo fungo Colletotrichum spp. Essa doenca pode provocar grandes perdas, porque
os frutos doentes séo descartados na comercializagao. Os fungos Geotrichum sp. e Rhizopus sp.
também podem causar podriddo nos frutos, principalmente apds a ocorréncia de ferimentos e
danos mecanicos. Os pedunculos dos frutos de pimenta podem ser atacados por fungos, como
Alternaria alternata, Fusarium spp. e Cladosporium fulvum, comprometendo a qualidade
visual e, consequentemente, a comercializagdo dos frutos (RIBEIRO et al., 2008). Fungos
fitopatogénicos, como Aspergillus e Bipolaris também tém sido encontrados causando
podriddes pds-colheita em pimenta (AKINYEMI; LIAMNGEE, 2018).

4. Podriddes de frutos causadas por Fusarium

Espécies de Fusarium sdo bem conhecidas por sua abundancia, diversidade e estilo de
vida cosmopolita. Sua distribuicdo global, capacidade de adaptacdo a diferentes condicGes
climéticas e colonizacdo de um grande nimero de hospedeiros dd uma demonstracdo da grande
diversidade de espécies pertencentes a esse género fangico (MARYANI et al. 2019).

O género Fusarium inclui alguns dos patdgenos de plantas mais devastadores, afetando
uma ampla gama de culturas agrondmicas. Sendo responsavel por causar podriddes pos-
colheita em diferentes areas de produgio em todo o mundo (ARAUJO et al., 2021). Além de
importante fitopatdgeno, membros do género Fusarium podem associar-se a plantas
hospedeiras como invasores secundarios, saprotréficos e/ou endofiticos. (MARYANI et al.
2019).

Fusarium apresenta colonia cotonosa, com grande variedade de cores (branco, cinza,
rosa, violeta, amarelo e marrom), bordas regulares e crescimento lento (NOGUEIRA, 2014).
Forma hifas ramificadas, septadas, dois tipos de conidios, macro e microconidios, e estruturas
assexuadas de resisténcias, clamiddsporos (BARNETT; HUNTER, 2006).

A identificagdo de espécies do género Fusarium envolve trés conceitos de espécie:
morfoldgica, baseada na similaridade dos caracteres morfologicos observaveis, denominados
de marcadores morfoldgicos; bioldgica, baseado na compatibilidade sexual entre membros da
mesma espécie; e a filogenética baseado na anélise de sequéncias de DNA. Sendo a combinagdo
dos conceitos de espécie filogenética e morfologica o mais usual para a distingdo das espécies
do género Fusarium (CASTELLA; CABANES, 2014; O’DONNELL et al., 2000;
SUMMERELL,; SALLEH; LESLIE, 2003).

Em anélises filogenéticas, o uso das regibes TEF1 e RPB2 vem demonstrando maior

consisténcia para a delimitacéo das espécies de Fusarium, devido ao alto nivel de polimorfismo
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da sequéncia e ndo possuirem cépias ndo-ortdlogas, outro ponto importante é que estas regides
s&o facilmente amplificadas para todas as espécies do género (ARAUJO et al., 2021; LIMA et
al., 2021; O’DONNELL et al., 2015).

O género Fusarium compreende mais de 300 espécies filogeneticamente distintas
(O’DONNELL et al., 2020). Sendo estas espécies, atualmente, agrupadas em 18 linhagens
evolutivas chamadas de complexos de espécies (CROUS et al., 2021). Complexos de espécies
sdo grupos de espécies estreitamente relacionadas, dificilmente distinguiveis através de
caracteristicas morfologicas (ALLGAYER; HILLER; VALIATI, 2021).

4.1 Complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti

O complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti - FIESC é um complexo
filogeneticamente rico que inclui mais de 30 espécies filogenéticas cripticas, tornando muito
dificil a identificacdo baseada apenas em caracteres fenotipicos (CASTELLA; CABANES,
2014; XlA et al., 2019).

Estudos mostram que espécies pertencentes ao complexo de espécies F. incarnatum-
equiseti apresentam um grande numero de hospedeiros em diferentes familias boténicas.
Estudos sobre a diversidade de espécies de Fusarium associado a murcha de fusarium da
bananeira na Indonésia encontraram espécies pertencentes a diferentes complexos de espécies,
dentre eles, espécies pertencentes ao complexo F. incarnatum-equiseti (MARYANI et al.
2019).

Espécies pertencentes ao complexo de espécies F. incarnatum-equiseti também foram
identificadas causando podriddo em frutos de meldo no Brasil. Sendo esta, uma doenca de
grande importancia na fase de p6s-colheita do meldo (LIMA et al., 2021). No Brasil, espécies
pertencentes ao complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti também foram
identificados colonizando grdos de arroz, sendo que algumas dessas espécies apresentam a

capacidade de produzir micotoxinas que podem se acumular no cereal (AVILA, 2017).

4.2 Complexo de espécies Fusarium lateritium

O complexo de espécies Fusarium lateritium — FLSC engloba seis espécies estreitamente
relacionadas e filogeneticamente distintas (CROUS et al., 2021). Estas espécies ja foram
relatadas em varias regides do mundo causando doencas em uma ampla gama de hospedeiros,
como por exemplo, Citrus, mamao, café, banana, soja, entre outros (FARR; ROSSMAN, 2022).

Na Italia, espécies pertencentes ao FLSC foram relatadas causando podriddo de frutos em
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nogueira, oliveira e também como agente causador de cancros de galhos e necrose cinzenta de
nozes de aveld (VITALE et al., 2011)

4.3 Complexo de espécies Fusarium chlamydosporum

O complexo de espécies Fusarium chlamydosporum — FCSC representa uma morfoespécie
bem definida de importancia fitopatologica e clinica, contendo pelo menos oito espécies
distintas (CROUS et al., 2021; VAN DIEPENINGEN et al., 2014).

Espécies pertencentes ao FCSC sdo comumente isoladas de solos em regibes &ridas e
semiaridas e de material vegetal apresentando sintomas de doencas que incluem podriddo,
damping-off e cancro em caule (LOMBARD; VAN DOORN; CROUS, 2019). Espécie
pertencentes ao FCSC pode ser encontrada em associa¢do com diversas culturas, como banana,
arroz, milho, sorgo, milheto e lentilha (GOMES, 2017).

4.4 Complexo de espécies Fusarium fujikuroi

O complexo de espécies Fusarium fujikuroi — FFSC é composto por mais de 70 espécies
filogenéticas distintas (CROUS et al., 2021). Espécies pertencentes ao FFSC causam um amplo
espectro de doencas frequentemente devastadoras em diversas culturas agricolas, incluindo uva,
milho, soja, banana, manga, café, figo, arroz, cana-de-acucar, entre outras (FARR; ROSSMAN,
2022).

Espécies pertencentes ao FFSC sdo relatadas causando em arroz uma doenca conhecida
como bakanae cujos sintomas sdo podriddo da coroa, nanismo, e também estiolamento e
alongamento anormal do colmo provocados em decorréncia da producéo de giberelina realizada
pelo fungo (GOMES, 2017). Na Coldmbia, espécies pertencentes ao FFSC foram relatadas por
Herron et al. (2015) causando cancro do caule e morte de galhos em plantas adultas de Pinus
spp e podriddo de raiz e colo em plantulas.

A correta identificacdo dos agentes fitopatogénicos que estdo associados a determinada
doenca € crucial para o correto manejo, evitando maiores danos as culturas e,
consequentemente, reduzindo os prejuizos advindos do ataque desses fitopatogenos. Sabendo
disso, e diante de relatos de agricultores da Zona da Mata de Pernambuco sobre a observagao
da ocorréncia de sintomas de podriddo seca em frutos de pimenta malagueta diferentes daqueles
tipicos causados por Colletotrichum em seus cultivos, o presente trabalho objetivou investigar
quais sdo 0s agentes fitopatogénicos responsaveis por causar essa podriddo seca em frutos de

pimenta malagueta.
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RESUMO

A pimenta malagueta (Capsicum frutescens L.) € uma hortalica pertencente a familia
Solanaceae, sendo uma das espécies domesticadas de pimenta mais cultivadas em todo o
mundo. Como qualquer outra cultura agricola, ela estd sujeita ao ataque de fitopatdgenos,
podendo acarretar perdas quantitativas e qualitativas. O objetivo deste estudo foi identificar
quais agentes fitopatogénicos sao responsaveis por causar podriddo seca em frutos de pimenta
malagueta. Para isso, amostras de pimentas apresentando sintomas de podriddo seca foram
coletadas em &reas de cultivo nos municipios pernambucanos de Primavera, Chd Grande e
Vitéria de Santo Antdo e levadas ao Laboratério de Patologia P6s-Colheita da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (LPPC-UFRPE) para serem analisadas. A partir das amostras
coletadas em campo foram obtidos 27 isolados. Utilizando preparacdes microscopicas, todos
os isolados, através de comparacGes morfoldgicas, foram identificados como pertencentes ao
género Fusarium. Destes, 17 isolados foram selecionados para serem utilizados na extracdo de
DNA e, posteriormente, identificados a nivel de espécie através da andlise das sequéncias das
regibes TEF1 e RPB2 através de Inferéncia Bayesiana. A analise concatenada das duas regides
génicas agrupou os isolados em quatro complexos de espécies distintos: complexo de espécie
Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC), complexo de espécies Fusarium lateritium (FLSC),
complexo de espécies Fusarium chlamydosporum (FCSC) e complexo de espécie Fusarium
fujikuroi (FFSC). Andlises posteriores revelaram que estes isolados pertencem a nove espécies
diferentes, sendo seis espécies pertencentes ao FIESC (F. pernambucanum, F. sulawesiense, F.
caatingaense, F. hainanense, F. citri e F. arcuatisporum), uma espécie pertencente ao FLSC
(F. cassiae), uma espécie pertencente ao FCSC (F. chlamydosporum) e um isolado pertencente
ao FFSC (F. pseudocircinatum). Todos os isolados identificados a nivel de espécie foram

patogénicos em frutos de pimenta malagueta.

Palavras-chaves: Capsicum frutescens L., Solanaceae, filogenia, pos-colheita.
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1 INTRODUCAO

A pimenta malagueta (Capsicum frutescens L.) é uma hortalica pertencente a familia
Solanaceae, sendo uma das espécies domesticadas de pimenta mais cultivadas em todo o mundo
(ZHONG et al., 2021). O fruto de pimenta malagueta € muito valorizado por sua pungéncia e
valor nutricional, estando presente em uma grande variedade de receitas, sendo uma excelente
fonte de vitaminas, minerais e substancias com acdo antioxidante, como compostos fendlicos,
acido ascorbico e carotenoides (ANJOS et al., 2022).

As pimenteiras do género Capsicum séo originarias da América, tendo surgido por volta
de 7.000 anos a.C., estando entre as plantas cultivadas mais antigas das Ameéricas
(BONTEMPO, 2007). Acredita-se que sua dispersdo ocorreu na regiao tropical das Américas e
que a partir do descobrimento do continente pelos europeus elas foram disseminadas pelo
mundo, sendo as primeiras especiarias americanas que conquistaram os pratos e solos europeus,
africanos e asiaticos. O género Capsicum compreende um grupo diversificado de pimentas e
pimentdes, abrangendo cerca de 30 espécies (OLIVEIRA et al., 2021). Cinco delas séo
consideradas domesticadas: C. frutescens, C. annuum, C. chinense, C. baccatum e C.
pubescens. (ZHONG et al., 2021).

As pimentas sdo cultivadas em praticamente todos os paises do mundo (ALVES, 2016).
Em 2020, a producdo mundial de Capsicum spp. foi de mais de 36,1 milhdes de toneladas em
uma area colhida de cerca de 2 milhdes de hectares. Os maiores produtores mundiais sdo a
China (16,6 milhdes de toneladas), o0 México (2,8 milhdes de toneladas), a Indonésia (2,7
milhdes de toneladas), a Turquia (2,6 milhdes de toneladas) e a Espanha (1,4 milhdes de
toneladas) (FAO, 2022).

Além de ser uma cultura de destaque em paises desenvolvidos, a cultura da pimenta
também se destaca por ser uma importante fonte de renda para pequenos produtores em muitos
paises em desenvolvimento (FRIMPONG et al. 2019). Sua importancia socioeconémica é
muito grande, por permitir a fixacdo de pequenos produtores rurais e suas familias no campo,
a contratacdo sazonal de mao-de-obra, especialmente durante o periodo de colheita, e 0
estabelecimento de industrias processadoras e, consequentemente, a geracdo de emprego
(LIMA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2008).

Como qualquer outra cultura agricola, o cultivo de pimentas do género Capsicum
também esta sujeito a problemas fitossanitarios, podendo acarretar perdas quantitativas e
qualitativas. Quando ocorrem em frutos, especialmente na etapa de pds-colheita, os fungos

destacam-se como 0s principais agentes microbianos relacionados, sendo responsaveis por
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cerca de 80 a 90% das perdas ocasionadas por fitopatdgenos durante a pos-colheita, trazendo,
com isso, grandes prejuizos aos produtores, bem como reduzindo a quantidade e a qualidade
dos alimentos ofertados a populacdo (DANTAS et al., 2003; FRIMPONG et al., 2019).

Espécies de fungos dos géneros Colletotrichum, Penicillium, Alternaria, Aspergillus
Lasiodiplodia, sdo as mais relatadas causando sintomas de podriddo em frutos tenros e
suculentos. Por exemplo, espécies de Colletotrichum sdo frequentemente associadas a sintomas
de podriddo denominado de antracnose em uma ampla variedade de frutos como banana,
manga, acerola, mamao, abacate, goiaba, entre outras (DEAN et al., 2012).

Outro importante grupo de fungos fitopatogénicos, que apesar de ser tipicamente
associado a danos em raizes, vasos do xilema e grdos, vem sendo relatado com frequéncia
causando sintomas de podriddo em frutos, sdo as espécies do género Fusarium (FARR;
ROSSMAN, 2022). Espécies de Fusarium sdo bem conhecidas por sua abundancia, diversidade
e estilo de vida cosmopolita. Sua distribuicdo global, capacidade de adaptacdo a diferentes
condicGes climéticas e colonizacdo de um grande numero de hospedeiros d& uma demonstracdo
da grande diversidade de espécies pertencentes a esse género fungico (MARYANI et al. 2019).

O género Fusarium inclui alguns dos patégenos de plantas mais devastadores, afetando
uma ampla gama de culturas agrondmicas. Sendo responsavel por causar podridfes pos-
colheita em diferentes areas de producio em todo o mundo (ARAUJO et al., 2021). Além de
importante fitopatdgeno, membros do género Fusarium podem associar-se a plantas
hospedeiras como invasores secundarios, saprotréficos e/ou endofiticos (MARYANI et al.
2019).

A correta identificacdo dos agentes fitopatogénicos que estdo associados a determinada
doenca é crucial para a tomada de decisdo sobre os métodos de manejo, evitando maiores danos
as culturas e, consequentemente, reduzindo os prejuizos advindos do ataque desses
fitopatdgenos. Sabendo disso, e diante de relatos de agricultores da Zona da Mata de
Pernambuco sobre a observacdo da ocorréncia de sintomas de podriddo seca em frutos de
pimenta malagueta diferentes daqueles tipicos causados por Colletotrichum em seus cultivos,
0 presente trabalho objetivou investigar quais sdo os agentes fitopatogénicos responsaveis por

causar essa podriddo seca em frutos de pimenta malagueta.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de amostras e isolamento

Nos meses de abril e maio de 2021, amostras de pimentas apresentando sintomas de
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podriddo seca foram coletadas em areas de cultivo nos municipios pernambucanos de
Primavera, Cha Grande e Vitdria de Santo Antdo, ambos localizados na Mesorregido da Zona
da Mata do Estado de Pernambuco (GOVERNO DO ESTADO DE PERNAMBUCO, 2022).

Cada amostra foi constituida por frutos de uma unica planta e cada isolado foi oriundo
de um dnico fruto e planta. Os sintomas observados nos frutos em campo caracterizavam-se
da seguinte maneira: lesbes necréticas secas na epiderme dos frutos, que variavam desde
pequenos pontos necraticos até total colonizacéo do fruto. Frutos em estadios mais avancados
da doenca, mostravam-se mumificados (figura 5).

No municipio de Primavera, as amostras foram coletadas na comunidade de Sitio
Maracuja, em um cultivo localizado a 8°16'16.7" de latitude sul e 35°24'13.0" de longitude
oeste. Em Cha Grande as coletas ocorreram na comunidade rural de Sitio Macacos em uma area
de cultivo localizado a 8°15'13.3" de latitude sul e 35°28'51.2" de longitude oeste. Ja em Vitoria
de Santo Antdo a coleta de amostras foi realizada na comunidade de Sitio Cacimbas, localizado
a uma latitude de 8°03'05.2" sul e longitude de 35°15'20.6" oeste. Apds coletadas, as amostras
foram levadas ao Laboratorio de Patologia Pds-Colheita da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (LPPC-UFRPE) onde foram utilizadas para a obtencdo de isolados fungicos.

Os isolados fangicos foram obtidos através de isolamentos direto e indireto, realizados
em camara de fluxo laminar a partir dos frutos coletados. O isolamento direto consistiu na
transferéncia, com o auxilio de uma alca esterilizada, de estruturas do patdgeno diretamente do
tecido infectado para placas contendo o meio de cultura BDA (Agar Batata Dextrose)
(CAROLLO; SANTOS FILHO, 2016).

O isolamento indireto consistiu na transferéncia de porcgdes infectadas do tecido do
hospedeiro para o meio de cultura. Para isso, foi realizada a retirada de fragmentos de tecidos
da regido limitrofe entre a area lesionada e a area sadia. Em seguida os fragmentos retirados
passaram por um processo de desinfestacdo e, posteriormente, foram transferidos para placas
contendo meio de cultura BDA. Para a desinfestacéo, os fragmentos foram colocados com ajuda
de uma pingca em béquer com alcool a 70% por 30 segundos. Em seguida foram passados para
outro béquer com hipoclorito de sodio a 0,5% por 2 minutos. E, por fim, foram lavados em
agua destilada estéril por duas vezes, passando 30 segundos em cada um dos béqueres de dgua
destilada estéril. Apos a desinfestacdo os fragmentos dos tecidos foram secos em papel-toalha
e, em seguida, transferidos para as placas contendo o meio de cultura BDA e incubados a
temperatura ambiente (23-25° C) e observados diariamente (CAROLLO; SANTOS FILHO,
2016).
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Ap0s a obtencdo, os isolados passaram por um processo de purificacdo das colonias
através de repicagem de ponta de hifa. Para isso, hifas fungicas emergindo dos fragmentos
foram transferias para uma outra placa de Petri contento meio de cultivo Agar-Agua. Ap6s 24
horas de crescimento foi retida uma Gnica ponta de hifa de cada isolado e transferida para novas
placas contendo meio de cultura BDA para dar inicio ao crescimento de coldnias puras
(MELLO; REIS; SILVA, 2011).

Apobs o desenvolvimento das col6nias puras, isolados com sete dias de crescimento
foram preservados em agua destilada e esterilizada (CASTELLANI, 1939) e depositados na
colecdo de isolados LPPC, do Laboratério de Patologia Pds-Colheita do Departamento de
Fitossanidade da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE.

2.2 ldentificacdo dos isolados

A identificacdo a nivel de género dos isolados foi realizada através da observagdo em
microscopio Optico de suas caracteristicas morfoldgicas. Foram observados a produgdo ou ndo
de macro e microconideos, bem como a sua forma, tamanho e nimero de septos. Também foi
observada a presenca ou auséncia de clamiddsporos. Para isso, foram utilizadas coldnias puras
dos isolados com sete dias de crescimento em meio de cultura SNA (synthetic nutrient-poor
agar). Tais atributos morfoldgicos proporcionam a identificacdo dos isolados a nivel de
géneros. A identificacdo a nivel de complexo e espécie procedeu com o uso de sequéncias de

DNA como marcadores moleculares.

2.2.1 ldentificacdo molecular dos isolados

Extracdo de DNA, amplificacéo e sequenciamento

Para realizar a identificagéo a nivel de espécie dos isolados, foram analisadas sequéncias
das seguintes regides: segunda maior subunidade da RNA polimerase Il (RPB2) e fator de
alongamento da traducéo 1-alfa (TEF1).

Para extracio do DNA foi utilizado o Wizard® Genomic DNA Purification Kit.
Inicialmente, os isolados foram cultivados em meio de cultura BDA, durante sete dias.
Fragmentos de micélio foram coletados e depositados em microtubos de 2 mL contendo 300uL
de Nuclei Lysis Solution e 4 microesferas (Beads). Posteriormente, incubados a 65°C por 15

minutos em banho seco, seguido pela adi¢do de 3 pL de RNA Solution (RNAase), incubacdo a
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37°C por 15 minutos e freezer por 5 minutos a — 20°C.

Foram adicionados 200 pL de Protein Precipitation Solution e misturado em vortex por
10 segundos. As amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a 14.000 rpm para a formacéo
do precipitado (pellet) dos componentes celulares e proteinas. Em seguida, foram removidos
600 pL do sobrenadante (solugdo que continha o0 DNA) e transferidos para um microtubo de
1,5 mL contendo 600 pL de isopropanol resfriado.

A solucdo foi misturada por aproximadamente 5 minutos invertendo-se 0s tubos e
incubadas no freezer por 20 minutos. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a
14.000 rpm por 5 minutos para a formacgdo do precipitado de DNA. Foi descartado o
sobrenadante e realizada duas lavagens com etanol 70%. Para isso, foram adicionados 600 pL
de etanol 70% resfriado e agitacdo durante 2 minutos, seguida por centrifugacao a 14.000 rpm
por 5 minutos. Apos esse processo, o etanol foi removido e os tubos foram postos na posicao
horizontal com a tampa aberta sobre papel toalha para secagem do pellet. Por fim, adicionou-
se 100 pL de DNA Rehydration Solution para ressuspender o pellet e reidratar 0 DNA. A
solucdo foi misturada invertendo os tubos varias vezes. As amostras foram incubadas a 65°C
por 1 (uma) hora no banho seco.

ApoGs a extracdo do DNA, as amostras foram submetidas a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para amplificagdo das regides de interesse do DNA. Foram amplificadas as
regibes RPB2 e TEF1, utilizando para a regido RPB2 o0s primers RPB2-5fb
(GAYGAYCGTGATCACTTYGG) e RPB2-7Rb (CCCATRGCYTGYTTRCCCAT), e para a
regidlo TEF1 os primers EF1IT (ATGGGTAAGGAGGACAAGAC) e EF2T
(GGAAGTACCAGTGATCATGTT) (O’ DONNELL et al., 2008).

Todas as reagoes de PCR foram realizadas para um volume final de 25 pL, contendo:
12,5 uL de Dream Taq Master Mix, 1 uL de cada primers (forward e reverse), 8,5 uL de Water
free nucleasse e 2 puL da amostra de DNA. As reagbes de PCR foram realizadas em
termociclador Mastercycler® nexus gradiente da empresa Eppendorf, sob as mesmas condic¢des
para ambos os primers: um ciclo de 95°C por 3 minutos (desnaturacéo inicial), seguido de 35
ciclos de 95°C por 45 segundos (desnaturagao), 53°C por 45 segundos (anelamento) e 72°C por
2 minutos (extensdo), por fim, um ciclo de 10 minutos a 72°C (extensdo final).

Ap0s a amplificacdo, os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% em tampdo 1-Tris- acido acético EDTA (TAE) corados com sybr safe DNA gel
stain e visualizados sob luz ultravioleta para confirmar as amplificacgdes.

Os produtos da PCR foram purificados com o Kit Exonuclease/Alkaline Phosphatase,

de acordo com as instrugdes do fabricante e encaminhados para sequenciamento na plataforma
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de sequenciamento do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Os primers utilizados no sequenciamento foram os mesmos utilizados na PCR.

Analises filogenéticas

A montagem da fita consenso foi gerada utilizando o programa DNA Baser Assembler.
Os alinhamentos das sequéncias foram realizados utilizando a ferramenta MUSCLE (EDGAR,
2004) e corrigidas manualmente através do programa MEGA7 (KUMAR et al., 2016).

Os alinhamentos das sequéncias das duas regides (RPB2 e TEF1) foram concatenados
utilizando o programa Mesquite. As anéalises filogenéticas de Inferéncia Bayesiana foram
realizadas no portal web CIPRES (MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2010) utilizando
MrBayes v 3.2 (RONQUIST etal., 2012), baseado na cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC)
com 50.000.000 de geracdes, usando os melhores modelos substituicdo de nucleotideos
selecionados de acordo com o Akaike Information Criterion (AIC) no software MrModeltest
v.2.3 (POSADA; CRANDALL, 1998). As arvores foram amostradas a cada 1000 geracdes,
descartando 25% de todas as arvores obtidas. Probabilidade posterior (RANNALA; YANG,
1996) foram determinadas a partir da &rvore de maior consenso entre as arvores remanescentes.

As arvores geradas foram visualizadas no programa FigTree (RAMBAUT, 2018).

2.3 Teste de patogenicidade

Com o objetivo de avaliar a patogenicidade dos isolados obtidos associados a frutos de
pimenta malagueta foram realizadas as etapas do Postulado de Koch. O ensaio foi realizado no
laboratdrio de Patologia P6s-colheita da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Frutos de pimenta malagueta sadios e livres de injurias foram colhidos e encaminhados
ao laboratdrio. Foram lavados em agua corrente e secos a temperatura ambiente. Em seguida,
foram acondicionados em caixa tipo gerbox e microferidos com auxilio de agulhas
entomologicas estéreis. Foi colocado um chumaco de algoddo umedecido com &gua destilada
para a manutencgdo da umidade dentro da caixa gerbox.

Foi depositado um plug de micélio (3mm) contento estruturas fangicas dos isolados,
cultivados em meio BDA durante 7 dias sobre os microferimentos realizados nos frutos. A
testemunha constituiu de frutos de pimenta malagueta inoculados com plug de meio BDA sem
a presencas de estruturas fangicas. Para cada isolado avaliado, utilizou-se 5 repeti¢des (frutos).

Avaliou-se presenca e tamanho de lesdo (mm) a cada 24 h ap6s a inoculacéo durante
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um periodo de sete dias. As medigdes foram realizadas com o auxilio de um paquimetro digital.

3 RESULTADOS

3.1 Coleta de amostras e isolamento

A partir de frutos de pimenta malagueta coletados em campo apresentando sintomas de
podriddo seca foram obtidos 27 isolados fungicos (tabela 1), sendo 14 isolados obtidos no
municipio de Primavera, dois isolados obtidos em Cha Grande e 11 isolados obtidos no
municipio de Vitoria de Santo Antéo.

3.2 ldentificacdo dos isolados

Para todos os isolados foram obtidas preparac6es microscépicas. Sendo, todos eles,
através de comparacdes morfoldgicas, identificados como pertencentes ao género Fusarium.
Na tabela 3, encontram-se as medidas das principais estruturas observadas dos isolados

identificados a nivel de espécie.

3.2.1 Identificacdo molecular dos isolados

Extracéo de DNA, amplificacéo e sequenciamento

Buscando uma amostra representativa da populacdo em estudo, foram selecionados 17
isolados de acordo com diferencas encontradas em suas caracteristicas morfoldgicas (presenca
e tamanho de macro e micro conidios, presenca de clamiddsporos e coloracao de coldnia) para
serem utilizados na identificacdo molecular utilizando sequéncias de DNA. Apds amplificados
por PCR, os segmentos de DNA extraidos geraram produtos que variaram de 554 a 663 pb para
aregido de TEF1 e de 812 a 1138 pb para a regido de RPB2.

Analises filogenéticas
Inicialmente foi realizado o alinhamento concatenado das sequéncias das regifes TEF1

e RPB2 de 17 isolados obtidos neste trabalho, mais representantes de todos os complexos de

especies de Fusarium para inferéncia bayesiana e identificacdo dos complexos de espécies aos
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quais pertenciam os isolados em estudo (Figura 1). O melhor modelo de substituicdo de
nucleotideos escolhido para esta anélises filogenéticas foi o GTR+I+G tanto para o TEFL,
quanto para RPB2. Nectria cinnabarina foi utilizado como outgroup.

Dos 17 isolados avaliados, 14 isolados (LPPC28, LPPC29, LPPC30, LPPC32, LPPC34,
LPPC35, LPPC41, LPPC44, LPPC45, LPPC46, LPPC50, LPPC52, LPPC53 e LPPC54)
agruparam-se como membros do complexo de espécie Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC)
com 100% de probabilidade posterior (PP). Um isolado (LPPC31) agrupou com representantes
do complexo de espécies Fusarium lateritium (FLSC) com 90% de PP. Um isolado (LPPC 47)
agrupou com representantes do complexo de espécies Fusarium chlamydosporum (FCSC) com
100% de PP. E, por fim, um isolado (LPPC 51) agrupou com representantes do complexo de
espécie Fusarium fujikuroi (FFSC) com 100% de PP (figura 1).

A partir da inferéncia filogenética, que permitiu separar os isolados em complexos de
espécies, procedeu-se a continuacao das analises com a finalidade de identificar os isolados a
nivel de espécie. Para isso, novas inferéncias bayesianas foram realizadas com representantes
de cada complexo de interesse para geracao das respectivas arvores filogenéticas.

Realizou-se analise concatenada das sequéncias das regides TEF1 e RPB2 de
representantes de todas as espécies pertencentes ao complexo de espécie Fusarium incarnatum-
equiseti juntamente com as sequéncias dos 14 isolados identificados a priori como pertencentes
a este complexo de espécie. O melhor modelo de substituicdo de nucleotideos escolhido para
as analises filogenéticas foi 0 SYM+G para o TEF1 e GTR+I+G para RPB2. Foram utilizados
como outgroup F. camptoceras e F. kotabaruense.

A éarvore gerada com parte da regido génica TEF1 e RPB2 concatenadas (figura 2)
agrupou 5 isolados (LPPC28, LPPC29, LPPC30, LPPC32 e LPPC34) com o representante tipo
da espécie F. pernambucanum (100% de PP). Os isolados LPPC54, LPPC45 e LPPC53
agruparam-se com representantes de F. sulawesiense, F. caatingaense e F. hainanense,
respectivamente. Trés isolados (LPPC35, LPPC41 e LPPC44) agruparam com representantes
de F. citri (100% de PP). Dois isolados (LPPC50 e LPPC52) agruparam com representantes de
F. arcuatisporum com 100% de PP. E, um isolado (LPPC46) ndo agrupou com nenhuma
espécie do complexo Fusarium incarnatum-equiseti.

Para o complexo de espécies Fusarium lateritium também foi realizada a andlise
concatenada com sequéncias das regides TEF1 e RPB2 de todas as espécies pertencentes ao
complexo e sequéncias do isolado LPPC31. Utilizou-se como out-group as espécies F. concolor
e F. austroafricanum. Os melhores modelos de substituicdo de nucleotideos escolhidos para

esta analise foram o SYM+I para o TEF1 e GTR+G para RPB2. A arvore gerada (figura 3)
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agrupou o isolado LPPC31 com o representante de F. cassiae com 99% de PP.

Anélise concatenada com sequéncias das regides TEF1 e RPB2 também foi realizada
com o isolado LPPC47 juntamente com representantes de todas as espécies pertencentes ao
complexo de espécies Fusarium chlamydosporum. Utilizou-se como out-group as espécies F.
concolor e F. austroafricanum. Os melhores modelos de substituicdo de nucleotideos
escolhidos para esta analise foram o SYM+G para o0 TEF1 e GTR+G para RPB2. A arvore
gerada (figura 4) agrupou o isolado LPPC47 como pertencente a F. chlamydosporum com
100% de PP.

Para o isolado LPPC51 que a priori agrupou com espécies do complexo de espécie
Fusarium fujikuroi ndo foi realizada analise com todos os representativos do complexo.
Entretanto, em Basic Local Alignment Search Tool — BLAST, as sequéncias TEF1 mostrou
99,68% de similaridade com o isolado tipo de Fusarium pseudocircinatum CBS 449.97.

Dentre os 17 isolados que foram utilizados nas analises filogenéticas, seis foram
provenientes do municipio de Primavera, sendo identificados como trés espécies diferentes: F.
pernambucanum e F. citri, pertencente ao complexo FIESC, e F. cassiae, pertencente ao FLSC.
Do municipio de Chd Grande foram obtidos dois isolados, sendo ambos identificados como
pertencentes ao FIESC, sendo um isolado identificado como F. caatingaense e o outro néo
agrupou com nenhuma das espécies descritas dentro do FIESC.

Dos isolados obtidos no municipio de Vitéria de Santo Antdo, nove foram utilizados
nas analises filogenéticas, sendo estes nove isolados identificados como seis espécies distintas:
F. pernambucanum, F. sulawesiense, F. hainanense, e F. arcuatisporum, pertencentes ao
FIESC, F. chlamydosporum, pertencente ao FCSC, F. pseudocircinatum, pertencente ao FFSC.
Foram encontradas espécies pertencentes ao FIESC nos trés municipios estudados, sendo que
F. pernambucanum foi a Unica espécie encontrada em mais de um local (Primavera e Vitoria
de Santo Antdo).

3.3 Teste de patogenicidade

Os 27 isolados obtidos neste trabalho foram testados quanto a patogenicidade em frutos
de pimenta malagueta. Todos os isolados, exceto o isolado LPPC49, causaram sintomas de
podriddo seca quando inoculados em frutos de pimenta malagueta. Os isolados LPPC42,
LPPC35, LPPC37 e LPPC32 que diferiram estatisticamente dos demais, apresentando tamanho
médio de lesdo apos sete dias variando entre 21,96 e 17,09 mm (tabela 4).

Ap0s sete dias da inoculacéo e finalizada a avaliagdo da patogenicidade, foi realizado o
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reisolamento. Todos os 26 isolados que foram patogénicos foram reisolados e identificados
através da observacdo e comparacdo de suas caracteristicas morfoldgicas em preparagdes
microscopicas como pertencentes ao género Fusarium. As col6nias obtidas do reisolamento

apresentaram as mesmas caracteristicas da cultura original.

4 DISCUSSAO

O género Fusarium é um dos grupos mais importantes de fungos fitopatogénicos e afeta
uma enorme diversidade de culturas em todas as regides do planeta (SUMMERELL, 2019). Ele
tem recebido bastante atencao por parte dos pesquisadores devido a sua ampla gama de habitats
e hospedeiros em todo o mundo (JEDIDI et al., 2021). Podendo ser patogénico e estar associado
a outros fungos, plantas e animais, incluindo humanos (LOMBARD, et al., 2019).

Neste trabalho, objetivou-se identificar qual agente patogénico era responsavel por
causar podridao seca em frutos de pimenta malagueta. Para isso, 27 isolados foram obtidos a
partir de frutos sintomaticos nos municipios pernambucanos de Primavera, Chd Grande e
Vitoria de Santo Antdo. Estes isolados foram identificados através de caracteristicas
morfoldgicas como pertencentes ao género Fusarium. Sendo, posteriormente, selecionados 17
destes isolados para estudos moleculares.

Para a delimitacdo das espécies de Fusarium através de andlises filogenéticas, o uso das
regibes TEF1 e RPB2 vem demonstrando maior consisténcia (LIMA et al., 2021). Deste modo,
foram utilizadas sequéncias destas duas regides para as analises filogenéticas. Apos inferéncias
bayesianas, foi observado que o estudo filogenético de Fusarium utilizando sequéncias obtidas
das regides TEF1 e RPB2 se mostrou satisfatorio para agrupar os complexos de espécies
pertencentes a este género.

Através de inferéncias bayesianas com sequéncias de TEF1 e RPB2 todos os isolados
foram identificados como pertencentes ao género Fusarium. Foi identificado um total de nove
especies, pertencentes a quatro complexos de espéecies distintos. Sendo seis espécies
pertencentes ao complexo de espécie Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC), uma espécie
pertencente ao complexo de espécie Fusarium lateritium (FLSC), uma espécie pertencente ao
complexo de espécies Fusarium chlamydosporum (FCSC) e uma espécie pertencente ao
complexo de espécie Fusarium fujikuroi (FFSC).

O complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti — FIESC é um complexo
altamente diversificado, tendo sido relatado como agente causal de importantes doencas em

culturas agricolas ao redor do mundo, sendo algumas de suas espécies importantes produtores
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de micotoxinas (WONGLOM; SUNPAPAOQ, 2020; XIA et al.,2019).

Neste trabalho, os isolados que agruparam em FIESC foram identificadas como
Fusarium pernambucanum, F. caatingaense, F. sulawesiense, F. hainanense, F. citri e F.
arcuatisporum.

Espécies de F. pernambucanum, e F. caatingaense foram descritas pela primeira vez
por Santos et al. (2019) estando associadas a insetos. Sendo F. pernambucanum encontrado
associado a mosca negra dos citros (Aleurocanthus woglumi) e F. caatingaense encontrado
associado a cochonilha-do-carmim (Dactylopius opuntiae). Ambas as espécies foram
encontradas no estado de Pernambuco.

Trabalhos publicados por Zhang et al. (2021) e Liu; Tang e Zhou (2021) relatam F.
causando podriddo, respectivamente, em frutos de meldo e flores de maracuja, na China. N&do
sendo encontrado, até o presente momento, nenhum trabalho associando F. pernambucanum a
doenga em pimenta malagueta, sendo este o primeiro relato. O mesmo acontece com F.
caatingaense, que, até o presente momento, ndo foi relatado causando doenca em pimenta
malagueta, sendo este o primeiro relato no mundo.

Fusarium sulawesiense ja foi relatado causando doencas em uma ampla gama de
hospedeiros em todo o mundo: pimenta (Capsicum sp.) e bananeira na China (WANG et al.,
2019), meldo no Brasil (LIMA et al., 2021), gergelim no Paquistdo (KAMRAN et al., 2020),
entre outros. No entanto, este o primeiro relato de F. sulawesiense causando doenga em pimenta
malagueta no Brasil.

Fusarium hainanense ja foi relatado causando doencas em diversas culturas pelo
mundo. Sendo relatado associado a bananeira e arroz na China (WANG et al., 2019), causando
podriddo da bainha do arroz na Indonésia (PRAMUNADIPTA et al., 2022), entre outros. No
entanto, até o presente momento, nenhum trabalho foi publicado associando F. hainanense a
doenca em pimenta malagueta, sendo este o primeiro relato.

Fusarium citri também ja foi relatado por diversos autores causando doenga em uma
ampla gama de hospedeiros em todo mundo, incluindo tangerina e pimenta (Capsicum sp.) na
China (WANG et al., 2019), causando mancha foliar em hortalicas (alface, rdcula, espinafre e
rabanete) na Italia (MATIC et al., 2020), entre outros. Contudo, este é o primeiro relado de F.
citri causando doenca em pimenta malagueta no Brasil.

Trabalho publicado por Wang et al. (2019) relatou F. arcuatisporum causando doenca
em arroz e também flor-de-16tus na China. Xia et al. (2019) também relataram F. arcuatisporum
causando doenga em nabo na China. No entanto, até o presente momento, nenhum trabalho foi

publicado associando F. arcuatisporum a doenca em pimenta malagueta, sendo este o primeiro
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relato.

A espécie identificada pertencente ao FLSC foi a espécie F. cassiae. Sendo que, Perera
et al. (2020) descreveram F. cassiae associada a vagens em decomposicdo de cassia-imperial
(Cassia fistula) na Tailandia. Nao sendo encontrado nenhum trabalho, até o presente momento,
associando F. cassiae a doenga em pimenta malagueta, sendo este o primeiro relato.

A espécie encontrada pertencente ao FCSC foi a espécie F. chlamydosporum. Esta
espécie tem sido relatada causando doencas em uma ampla gama de hospedeiros em todo o
mundo. Sendo relatada causando doenca em graviola nas Filipinas (ALBERTO; OTANES,
2016), damping-off em pinheiro na Argélia (LAZREG et al., 2013), entre outros. No entanto,
até o presente momento, F. chlamydosporum ndo foi relatado causando doenca em pimenta
malagueta, sendo este o primeiro relato no mundo.

A espécie pertencente ao FFSC foi identificada como F. pseudocircinatum. Esta espécie
ja relatada causando doencas em vaérias culturas ao redor do mundo. Sendo relatada por
Santillan-Mendoza et al. (2020) causando malformac¢do em plantas de mogno no México,
relatada por Garcia-Lopez et al. (2016) causando malformacdo em plantas de manga na
Republica Dominicana, entre outros. Contudo, até o presente momento, ndo foram encontrados
trabalhos associando F. pseudocircinatum a doenca em pimenta malagueta, sendo este o
primeiro relato.

Testes de patogenicidade sdo necessarios, pois apenas o isolamento e a identificacao de
um determinado fungo ndo comprovam sua patogenicidade e nem sua agressividade, desse
modo, fazem-se necessarios testes que comprovem a real ligacdo entre o agente causador e a
ocorréncia da doenca (ELLIOTT, 2018). Sendo assim, os 27 isolados obtidos neste trabalho
foram testados quanto a sua patogenicidade em frutos maduros de pimenta malagueta.

Os isolados testados apresentaram comportamentos diferentes em relacdo aos niveis de
agressividade em frutos de pimenta malagueta. Todos os isolados foram patogénicos, exceto o
isolado LPPC49 (tabela 2), sendo que os isolados LPPC42, LPPC35, LPPC37 e LPPC32 foram
0s mais agressivos, diferindo estatisticamente dos demais isolados apresentando tamanho
médio de lesdo apds sete dias variando entre 21,96 e 17,09 mm. Dentre os isolados que foram
mais agressivos, o isolado LPPC35 foi identificado com F. citri e o isolado LPPC32 como F.
pernambucanum, ambos pertencentes ao complexo de espécies FIESC.

Outras espécies de Fusarium ja foram relatadas em pimenta malagueta como F.
annuum, F. equiseti, F. oxysporum, F. graminearum e F. incarnatum (FARR; ROSSMAN,
2022). No entanto, este foi o primeiro trabalho relatando a nivel molecular F. cassiae, F.

pernambucanum, F. caatingaense, F. chlamydosporum, F. pseudocircinatum, F.
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arcuatisporum e F. hainanense causando podridédo em frutos de pimenta malagueta. Sendo
assim, os resultados obtidos neste trabalho poderéo ajudar na compreensao da diversidade de
espécies de Fusarium em areas de cultivo de pimenta malagueta, contribuindo para o

desenvolvimento de estratégias adequadas de manejo da doenca.
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6 APENDICE

Tabela 1 Relacdo dos isolados obtidos neste estudo.
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Isolado Local de origem
LPPC31 Primavera - PE
LPPC32 Primavera - PE
LPPC33 Primavera - PE
LPPC34 Primavera - PE
LPPC35 Primavera - PE
LPPC36 Primavera - PE
LPPC37 Primavera - PE
LPPC38 Primavera - PE
LPPC39 Primavera - PE
LPPC40 Primavera - PE
LPPC41 Primavera - PE
LPPC42 Primavera - PE
LPPC43 Primavera - PE
LPPC44 Primavera - PE
LPPC45 Cha Grande - PE
LPPC46 Cha Grande - PE
LPPC47 Vitéria de Santo Antéo - PE
LPPC48 Vitéria de Santo Antdo - PE
LPPC49 Vitéria de Santo Antéo - PE
LPPC50 Vitéria de Santo Antdo - PE
LPPC51 Vitéria de Santo Antéo - PE
LPPC52 Vitéria de Santo Antdo - PE
LPPC53 Vitéria de Santo Antéo - PE
LPPC54 Vitéria de Santo Antdo - PE
LPPC28 Vitéria de Santo Antéo - PE
LPPC29 Vitéria de Santo Antdo - PE

LPPC30

Vitéria de Santo Antdo - PE




Tabela 2 Relacao dos isolados e nimero de acesso no GenBank das sequéncias utilizadas como referéncia neste estudo.

Complexo de espécies

Fusarium buharicum (FBSC)

Fusarium lateritium (FLSC)

Fusarium torreyae (FtorSC)
Fusarium heterosporum (FHSC)
Fusarium tricinctum (FTSC)
Fusarium citricola (FCCSC)

Fusarium camptoceras (FCAMSC)

Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC)

Espécie

T T T M

TTMTMMMTTMTTTM T T L

m

. buharicum

. convolutans
. sublunatum
. cassiae

. lateritium

. magnoliae-champaca
. massalimae
. sarcochroum

. stilboides

. torreyae

. continuum

. zanthoxyli

. heterosporum
. tricinctum

. avenaceum

. Citricola

. salinense

. aconidiale

. camptoceras
. kotabaruense
. neosemitectum
. aberrans

. arcuatisporum

Caddigo do isolado

CBS 178.35 T = NRRL 25488
CBS 144207 T

CBS189.34 T

PH-CASO05T

LC13727

YZU 181385

NRRL 25197

MFLUCC 18-0580 T
Al2=URM 8239 T

CBS 745.79 T = NRRL 20472
CPC 28118

CBS746.719 T

HA-1

CBS 133858 T = NRRL 54151
CBS 140841 T = F201030
CBS 140838 T = F201311
CBS391.68T

CBS 393.93 T = NRRL 25481
CBS408.86 T

CBS 142421 T

CBS 142420 T

CBS 147772 T

CBS193.65T

InaCC F963 T

CBS189.60 T

CBS 131385 T

CBS 131388

LC12147 T

Cddigo de acesso no GenBank

TEF-1a
KX302912
LT996094
KX302919
MT212205
MW594307
MW855822
HM347114

MN939763
MW834278
LT746213
MW928843
MT509358
HMO068339
KM236722
KM236703
MW928839
AB674263
MW928836
LT746197
LT746193
MZ078246
MN170450
LS479445
MN170489
MN170445
MN170447
MK289584

RPB2
KX302928
LT996141
JX171565
MT212197
MW474540
MW855850
HM347207
MT212198
MN939767
JX171586
LT746326
MW928832
MT526788
MW928834
KM236782
KM236763
MW928827
JX171629
MG282401
LT746310
LT746306
MZ078218
MN170383
LS479859
MN170422
MN170378
MN170380
MK289739
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. brevicaudatum

. bubalinum
. caatingaense

. cateniforme
. citri

. clavum

. coffeatum

. compactum

. croceum

. duofalcatisporum
. equiseti

. fasciculatum

. flagelliforme

. gracilipes
. guilinense

. hainanense

. humuli

LC6026

NRRL 43638 T

NRRL 45998

CBS161.25T

CBS 976.97

NRRL 34003

CBS150.25T

LC7922

CGMCC 3.19467 T = LC6896
CBS 126202 T

NL19-056013

CBS635.76 T

CBS 430.81

CBS 186.31 T = NRRL 36323
NRRL 36318

CBS 131777 T

NL19-060011

NRRL 36448 T

NRRL 36401

NRRL 20697

CBS 307.94 T = NRRL 26419
CBS 131382 T

CBS 131384

NRRL 36269 T

NL19-97010

CBS 130384 T = NRRL 43635
NRRL 13335

LC12160 T

CBS 131386

LC11638 T

LC4490

CQ1039 T

MK289585
GQ505665
GQ505673
MN170448
MN170449
GQ505627
MN170451
MK289634
MK289617
MN170456
MZ921830
MN120755
MN120756
GQ505648
GQ505646
MN170463
MZ921832
GQ505652
GQ505651
GQ505594
GQ505599
MN170473
MN170475
GQ505645
MZ921844
GQ505662
GQ505590
MK289594
MN170510
MK289581
MK289614
MK289570

MK289770
GQ505843
GQ505851
MN170381
MN170382
GQ505805
MN170384
MK289788
MK289771
MN170389
MZ921698
MN120736
MN120737
GQ505826
GQ505824
MN170396
MZ921700
GQ505830
GQ505829
GQ505772
GQ505777
MN170406
MN170408
GQ505823
MZ921712
GQ505840
GQ505768
MK289747
MN170443
MK289735
MK289767
MK289724
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. Incarnatum

. ipomoeae

. irregulare

. lacertarum

. longicaudatum
. longifundum

. luffae

. monophialidicum
. mucidum

. multiceps
. hanum

. Neoscirpi
. pernambucanum

. persicinum
. SCirpi

. serpentinum
. sulawesiense

. tanahbumbuense

. toxicum

CBS132.73T
NRRL 32867
CBS 140909
LC12165 T
CBS 132190
LC7188 T
NRRL 20423 T
NRRL 36123
CBS 123.73T
NRRL 36372 T
CBS 131097
LC12167 T
NRRL 54973 T
CBS 102395 T
CBS 102394
NRRL 43639 T
CBS 119867
LC12168 T
CBS61095T
CBS 791.70
URM 7559 T
CBS479.83T
CBS 132821
CBS 447.84 T = NRRL 36478
CBS 448.84
CBS 119880 T
CBS 131.73
CBS 122439
CBS 145.44
CBS 131009
CBS 406.86 T
NL19-050001

MN170476
GQ505616
MN170479
MK289599
MN170480
MK289629
GQ505593
GQ505643
MN170481
GQ505649
MN170482
MK289601
MN170483
MN170485
MN170484
GQ505666
MN170486
MK289602
GQ505601
MN170491
1.S398489
MN170495
MN170497
GQ505654
MN170498
MN170499
MN170500
MN170504
MN170505
MN170506
MN170508
MZ921847

MN170409
GQ505794
MN170412
MK289752
MN170413
MK289783
GQ505771
GQ505821
MN170414
GQ505827
MN170415
MK289754
MN170416
MN170418
MN170417
GQ505844
MN170419
MK289755
GQ505779
MN170424
L.S398519

MN170428
MN170430
GQ505832
MN170431
MN170432
MN170433
MN170437
MN170438
MN170439
MN170441
MZ921715
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Fusarium aywerte (FASC)
Fusarium chlamydosporum (FCSC)

Fusarium sambucinum (FSAMSC)

Fusarium concolor (FCOSC)

Fusarium burgessii (FburSC)

Fusarium redolens (FRSC)

Fusarium oxysporum (FOSC)

Fusarium nisikadoi (FNSC)

. wereldwijsianum

F. tjaynera

T T T

Tn

. atrovinosum

. chlamydosporum
. humicola

. microconidium

. nelsonii

. peruvianum

F. spinosum

Tn

TTMTMMMTMTMTMMT T T T

. sporodochiale

. longipes

. musarum

. graminearum
. concolor

. austroafricanum
. beomiforme

. algeriense

. burgessii

. spartum

. hostae

. redolens

. OXysporum

. glycines

. fabacearum

. hisikadoi

NL19-94009 T

NL19-059003

NRRL 66246 T = RBG 5367
CBS 44567 T

CBS 130394

NRRL 34016

CBS145.25T

CBS124.73T

CBS 119843 T

NRRL 28505

CBS 119877

CBS 119876 T

CBS511.75T

CBS 122438 T

NRRL 43631

CBS 22061 T

CBS 199.63

CBS 476.77 T = NRRL 20695
NRRL 28507 T

CBS 136009 T

CBS 183.34 T = NRRL 13994
NRRL 66741 T

CBS 100160 T = NRRL 13606
CBS 142638 T = NRRL 66647
CBS 125537 T = RBG 5315
NRRL 66896 T

NRRL 29889 T

CBS 248.61 T = NRRL 25600
CBS 144134 T

CBS 144746 T = CPC 25808
CBS 144743 T = CPC 25802
CBS 456.97 T = NRRL 25308

MZ921850
MZ921852
KP083266
MN120752
MN120753
GQ505411
MNZ120754
MN120757
MN120759
GQ505404
MN120761
MN120760
MN120767
MN120768
GQ505427
MN120770
MN120769
GQ915509
MW?233094
MW928838
MH742650
MH742687
MF120507
MF120510
HQ667148
MT409459
AY329034
MT409453
MH485044
MH485033
MH485030
KR909358

MZ921718
MZ921720
KP083279
MW928822
MN120734
GQ505475
MN120735
MN120738

GQ505468
MN120741
MN120740
MN120746
MN120747
GQ505491
MN120749
MN120748
GQI15493
MW928829
MW928826
MH742569
MH742616
MF120496
MF120499
HQ646393
MT409449
IX171640
MT409443
MH484953
MH484942
MH484939
MG282421




Fusarium fujikuroi (FFSC)

Fusarium newnessense (FnewSC)

Indefinido

Outgroup

ZTmmmmmTmmmm

. commune
. miscanthi

. mangiferae

. ananatum

. fujikuroi

. Newnessense

. diversisporum

. nurragi

ectria cinnabarina

CBS 110090 T = NRRL 31076
CBS 577.97 T = NRRL 26231
CBS 120994 T

CBS 118516 T

CBS221.76 T

NRRL 66241 T

BBA 11129

CBS393.96 T

CBS 125165

AF362263
MN193878
MN534017
MTO010996
AB725605
KP083261
MZ921930
MW928840
HM484527

MW934368
JX171634
MN534271
MTO010966
KU604255
KP083277
MZ921801
MW928830
KM232402
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Tabela 3 Caracteristicas morfoldgicas dos isolados de Fusarium obtidos de frutos de pimentas malaguetas com sintomas de podridédo seca.

Isolado

LPPC31
LPPC32
LPPC44
LPPC45
LPPC47
LPPC51
LPPC52
LPPC53
LPPC54

Espécie

. cassiae
. pernambucanum

citri

. caatingaense

. chlamydosporum
. pseudocircinatum
. arcuatisporum

. hainanense

. sulawesiense

Macroconidios

Microconidios

Comprimento (um)

20,0 (26,2) 32,5
20,0 (26,8) 37,5
20,0 (25,1) 35,0
20,0 (24,3) 32,5

27,5 (48,8) 67,5
17,5 (25,0) 37,5
30,0 (38,2) 57,5
20,0 (26,1) 32,5

Largura (um)
5,0 (5,0) 5,0
2,5(4,8) 5,0
3.8(4,7)5,0
3,8(4,9)5,0
3,8(4,8)5,0
3,8(4,2)5,0
3,8(4,5)5,0
3,8(3,9) 5,0

Septos Comprimento (um)
2-3 7,5(11,2) 15,0
3-4 -

2-4 5,0(12,8) 17,5

1-3 7,5(12,8) 15,0
- 7,5(8,8) 12,5

3-6 7,5(9,8) 12,5

2-4 5,0(9,2) 12,5

2-5 -

3-5 7,5(11,2) 15,0

Largura (um)
2,5(4,9)5,0
2,5(2,6) 3,8
2,5(3,8) 5,0
2,5(4,4)5,0
2,5(2,8) 5,0
2,5(2,6) 3,8

2,5 (3,0) 5,0

Septos
0-1

Clamiddsporos

Ausentes
Ausentes
Presentes
Presentes
Presentes
Ausentes
Presentes
Ausentes
Ausentes
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Tabela 4 Médias das lesbes em frutos de pimenta malagueta apos sete dias de inoculagéo.

Isolado Meédia (mm)
LPPCA42 21,96 A
LPPC35 20,29 A
LPPC37 18,73 A
LPPC32 17,09 A
LPPC33 15,79 B
LPPC41 15,55 B
LPPC36 15,32 B
LPPC34 14,01 B
LPPC50 13,65B
LPPC54 13,42 B
LPPC44 13,32 B
LPPC39 13,02 B
LPPC43 12,32 B
LPPC48 11,35C
LPPC31 10,84 C
LPPC47 10,72C
LPPC38 10,56 C
LPPC53 9,80C
LPPC45 9,58 C
LPPC40 9,16 C
LPPC51 8,79 C
LPPC46 759C
LPPC52 555D
LPPC49 0,00 E
Testemunha 0,00 E
CV (%) 26,92

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de teste Scott-Knott a
5% de probabilidade.



1 F. tricinctum CBS 393.93 T
‘E‘: F. avenaceum GBS 408.86 T
1 F. diversisporum BBA 11129
F. salinense CBS 142420 T
0.99 | 1 F F. citricola CBS 142421 T
1 F. aconidiale CBS 147772 T
F. nurragi CBS 393.96

F. heterosporum CBS 391.68

00 F. equiseti GBS 307.94 T
1 E LPPC52
LPPC50
F. incarnafum CBS 132.73 T
LPPC46
F. sulawesiense CBS 131.73
LPPCS54
LPPC32
LPPC34
LPPC28
LPPC29
LPPC30
LPPC45
LPPC53
LPPC35
LPPC41
LPPC44
4 F. kotabaruense InaCC F963 T
4[[ F. camptoceras CBS 193.65T
0.98L F neosemitectum CBS 189.60 T
F. longipes NRRL 20695
F. musarum NRRL 28507 T
F. graminearum CBS 136009 T
F. {faynera RBG 5367
11 F chlamydosporum CBS 145.25T
LPPC47
F. humicofa CBS 124.73 T
1 F. spinosum CBS 122438 T
1 F. fujikuroi CBS 221.76 T
F. mangiferae CBS 120994 T
F. ananatum CBS 118516 T
LPPC51
F. nisikadoi CBS 456.97 T
F. miscanthi CBS 577.97 T
F. commune CBS 110090 T
F. newnessense NRRL 66241 T
F. fabacearum CPC 25802
F. glycines CPC 25808
F. oxysporum CBS 144134 T
F. hostae NRRL 29889 T
F. redolens NRRL 25600
F spartumi NRRL 66896 T
— 1 F. algeriense NRRL 66647
| 09 1 E F burgessii RBG 5315
F. beomiforme NRRL 13606

41: F. concolor CBS 183.34 T

F. austroafricanum NRRL 66741 T

F. torreyae CBS 133858 T
415 F. continuum F201030
F. zanthoxyli F201311
1 F. sublunatum GBS 189.34 T
1 E F. convolutans CBS 144207 T
0,88 F. buharicum NRRL 25488
F. sarcocfiroum NRRL 20472
1 F. cassiae MFLUCC 18-0573 T
092 LPPC31
F. stilboides CBS 746.79 T

0.2

0,87

09

Nectria cinnabarina CBS 125165

Figura 1 Arvore gerada por Inferéncia Bayesiana com representantes dos complexos de
especies de Fusarium utilizando sequéncias das regides TEF1 e RPB2. Os isolados obtidos

neste estudo estdo destacados em negrito. Os valores de probabilidade posterior encontram-se
nos nos. Nectria cinnabarina foi utilizado como outgroup.
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LPPCS52
LPPC50
F. arcuafisporum LC12147 T
F. arcualisporum LCB026
F. brevicaudatum NRRL 43638 T
F. brevicaudatum NRRL 45998
F. longicaudatum CBS 123.73 T
F. neoscirpiCBS 61095 T
1 F. scirpi CBS 447.84 T
F. scirpi CBS 448.84
F. serpentinum CBS 119880 T
F. wereldwijsianum NL19-94009 T
F. wersldwijsianum NL19-059003
F. cateniforme CBS 150.25 T
F. gracilipes CBS 130384 T
F. clavum CBS 126202 T
F. clavum NL18-056013
F. compactum CBS 186.31T
F. compactum NRRL 36318
F. duofalcatisporum NRRL 36448 T
F. duofalcatisporum NRRL 36401
F. ipomoeae CBS 140909
F. ipomoeae LC12165 T
F. lacertarum NRRL 20423 T
F. lacertarum NRRL 36123
F. fiageliforme NRRL 36269 T
F. flagefiiforme NL19-97010
F. longifundum NRRL 36372 T
11 F equiseli NRRL 20697
1 |—[ F. equiseti CBS 307.94 T
1 F foxicum CBS 406.86 T
F. toxicum NL19-050001
1 [ F. croceum CBS 131777 T
F. eroceum NL19-060011
LPPC35
LPPC41
F. citri LC7922
LPPC44
F. citrf CGMCC 3.19467 T
F. humuli LC4490
F. humuli CQ1038 T
F. fasciculatum CBS 131382 T
F. fasciculatum CBS 131384
LPPC53
F. hainanense CBS 131386
F. hainanense LC11638 T
F. nanum CBS 119867
F. nanum LC12168 T
F. persicinum CBS 479.83 T
F. persicinum CBS 132821
F. aberrans CBS 131385 T
F. aberrans CBS 131388
1 r F mucidum CBS 102395 T
F. mucidum CBS 102394

093]

0.63|

— LPPC46

F. bubalinum CBS 16125 T

F. guilinense LC12160 T

F. tanahbumbusnse CBS 145.44
F. tanahbumbuense CBS 131009
F. incametum CBS 132.73 T

F. incamnatum NRRL 32867

q 1 F. coffeatum CBS 635.76 T
[ F. coffeatum CBS 430.81
F. guilinense NRRL 13335

—— F. monophialidicum NRRL 54973 T
1 LPPC45
F. caatingaense CBS 976.97
F. caatingasnse NRRL 34003
F. irrequlare CBS 132190
F. irreguiare LC7188 T
F multiceps NRRL 43639 T
F. luffas CBS 131097
F. luffae LC12167 T
LPPC54
F. sulawesiense CBS 131.73
F. sulawesiense CBS 122439
LPPC32
0.85 LPPC34
LPPC28
LPPC29
LPPC30
F. pernambucanum CBS 781.70
F. pernambucanum URM 7559 T

1~ F CBS 193.65
L— F kotabaruense InaCC F963

0.009

Figura 2 Arvore gerada por Inferéncia Bayesiana com as espécies pertencentes ao complexo
de espécies Fusarium incarnatum-equiseti utilizando sequéncias das regides TEF1 e RPB2. Os
isolados obtidos neste estudo estdo destacados em negrito. Os valores de probabilidade

posterior encontram-se nos nds. F. camptoceras e F. kotabaruense foram utilizados como
outgroup.
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F. magnoliae-champaca MFLUCC 18-0580 T

F. lateritium YZU 181385

F. lateritium NRRL 25197

0,89 —— F. sarcochroum CBS 745.79 T

F. sarcochroum CPC 28118

1 F. massalimae URM 8239 T

F. stilboides CBS 746.79 T

F. stilboides HA1

F. cassiae PH-CAS 05T

LPPC31

F. cassiae LC 13727

F. concolor CBS 183.34

F. austroafricanum NRRL 66741

0.03

Figura 3 Arvore gerada por Inferéncia Bayesiana com as espécies pertencentes ao complexo
de espécies Fusarium lateritium utilizando sequéncias das regiGes TEF1 e RPB2. O isolado
obtido neste estudo estd destacado em negrito. Os valores de probabilidade posterior
encontram-se nos nos. F. concolor e F. austroafricanum foram utilizados como outgroup.
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F. microconidium CBS 119843 T

F. nelsonii NRRL 28505
E{ F. nelsonii CBS 119877

F. nelsonii CBS 119876 T

F. peruvianum CBS 511.75 T

F. atrovinosum CBS 445.67 T

F. atrovinosum CBS 130394

F. atrovinosum NRRL 34016

pEs F. sporodochiale CBS 199.63

F. sporodochiale CBS 220.61 T
F. spinosum CBS 122438 T

F. spinosum NRRL 43631

F. humicola CBS 124.73 T
LPPC47

F. chlamydosporum CBS 145.25 T

L — F. concolor CBS 183.34
S F. austroafricanum NRRL 66741

0.03

Figura 4 Arvore gerada por Inferéncia Bayesiana com as espécies pertencentes ao complexo
de espécies Fusarium chlamydosporum utilizando sequéncias das regibes TEF1 e RPB2. O
isolado obtido neste estudo esta destacado em negrito. Os valores de probabilidade posterior
encontram-se nos nos. F. concolor e F. austroafricanum foram utilizados como outgroup.
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Figura 5 A-B-C: pimentas no campo com sintomas de podriddo seca; D-E: macroconidios; F:
microconidios; G-H: clamiddsporos.
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Conclustes Gerais



CONCLUSOES GERAIS

1. Existe uma grande diversidade de espécies de Fusarium causando podriddo em

frutos de pimenta malagueta em Pernambuco;

2. As espécies Fusarium pernambucanum, F. caatingaense, F. sulawesiense, F.
hainanense, F. citri, F. arcuatisporum, F. cassiae, F. chlamydosporum e F.
pseudocircinatum estdo causando podriddo em frutos de pimenta malagueta em

Pernambuco;

3. Este o primeiro relato no mundo associando espécies de Fusarium pernambucanum,
F. caatingaense, F. hainanense, F. arcuatisporum, F. cassiae, F. chlamydosporum
e F. pseudocircinatum a podriddo em frutos de pimenta malagueta (Capsicum
frutescens);

4. Este € o primeiro relato no Brasil associando espécies de F. sulawesiense e F. citri

a podriddo em frutos de pimenta malagueta (C. frutescens).
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