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RESUMO

A palmeira jucara (Euterpe edulis Mart.) € uma das espécies mais importantes e mais ameacadas
da Mata Atlantica no Brasil. Encontra-se na lista das espécies da flora brasileira ameacadas de
extin¢do e inserida na categoria “Perigo de extingdo”. Além do valor ornamental, a palmeira
jucara € utilizada como alimento, material de constru¢do, artesanato e, mais recentemente, como
matéria prima para a producdo de polpa similar ao acai (Euterpe oleracea). O estudo sobre as
doencas, especificamente aquelas que infectam os frutos dessa palmeira sdo ainda em ndmero
reduzido. O objetivo deste trabalho foi identificar o fungo causador da antracnose em E. edulis,
baseado nos aspectos morfolgicos, culturais e moleculares e propor medidas de manejo e de
controle do patégeno na populacdo de jucara estudada. A caracterizagdo morfoldgica foi avaliada
baseada nas caracteristicas do micélio como: cor, septacdo e formacdo de frutificacdo. Na
caracterizacdo cultural foram analisadas as caracteristicas morfoldgicas das colonias de cada
isolado e o teste de PCR com oligonucleotideos especificos foi utilizado na caracteriza¢io
molecular com o objetivo de aumentar a precisdo da identificagdo da espécie dos isolados. No
teste de patogenicidade realizado, foi comprovada a viruléncia do isolado em frutos de jugara.
Com relacdo ao estabelecimento das plantulas provenientes do teste de germinacdo com frutos
inoculados com fungo e frutos sadios, notou-se um baixo percentual (14,8%) do estabelecimento
de plantulas que tiveram seus frutos inoculados em relacdo aqueles que ndo tiveram os frutos
inoculados (40%). Baseado nas coloracdes das colOnias os isolados apresentaram-se bastante
homogéneos quanto as caracteristicas observadas e associadas as caracteristicas morfoldgicas,
culturais e moleculares o fungo foi identificado como Colletotrichum gloeosporioides. Este
patdgeno causa a antracnose da jucara, e este € o primeiro relato desta doenca no Brasil.

Palavras chave: Mata Atlantica, Euterpe edulis, Antracnose, Colletotrichum gloeosporioides.



ABSTRACT

Jucara palm tree (Euterpe edulis Mart.) is the most important and threating species of Atlantic
Forest in Brazil. It is included in the list of Brazilian flora species threatened of extinction and,
classified in the class extinction danger. Besides of the ornamental value, the jucara palm tree is
used as food, building material, handcraft and most recently, to pulp of jucara fruits production
similar to acai palm(Euterpe oleracea). The study about diseases, manly those infect the palm
tree fruits are still few and reduced. The aim this study it was to identify the fungus species of
anthracnose in E.edulis,on the basis morphologic, culture and molecular colonies aspects and to
establish the management of the disease in the Atlantic Forest to jugara palm tree. The
morphological characterization it was evaluated on the basis mycelium characteristics as : color,
split and formation of acervuli. In cultural characterization it was analyzed the morphological
characteristics culture of each isolate and the PCR test with specific oligonucleotideos it was used
in the molecular characterization to improve the identification the isolates species. The
pathogenicity and virulence of fungus it was comprove in jucara fruits inolulates. In relationship
to seedlings establishment from germination test with inoculated and health fruits, it was
observed low percentage (14,8%) plants establishment that it were inoculated in relationship
those not inoculated (40%). The colonies characteristics the isolates to presents homogeneous On
the basis of fungi structures observed under optical microscope, and PCR test, the fungus was
identified as Colletotrichum gloeosporioides. This pathogen is the causal agent of Anthracnose in
jucara palm tree, and this is the first report of this disease in Brazil.

Key words: Atlantic Forest, Euterpe edulis, Antracnose, Colletotrichum gloeosporioides.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a imensa pressdo exercida pelos 110 milhdes de habitantes (62% da
populacdo brasileira) sobre os remanescentes de Mata Atlantica, aliado ao alto grau de
endemismo bem como sua rica biodiversidade a enquadraram na classificagdo de dareas
prioritdrias para conservacgao, ou seja, € um dos 25 “hot spots” do mundo (SOS Mata Atlantica,
2010). Apesar de possuir hoje uma drea considerada pequena (em torno de 7%), quando
comparada a original, a maior parte das espécies animais ameacadas de extin¢cdo pertencem a
Mata Atlantica, ecossistema esse de rico patrimdnio étnico e cultural (SIMOES E LINO, 2002).

A palmeira jucgara (Euterpe edulis Mart.), nativa da Mata Atlantica € também conhecida
como icara ou palmito doce. O palmito produzido por esta espécie apresenta alto valor
econdmico nos mercados interno e externo, sendo considerada uma iguaria pelos seus
consumidores. A grande demanda pela matéria prima, decorrente da intensiva explora¢io
predatdria resultou no esgotamento das popula¢des naturais, processo que teve seu inicio em
meados da década de 60. (REIS, 1996).

Sua grande abundancia no estrato médio da floresta, bem como o potencial de
regeneracio em dreas de ocorréncia natural além da forte interagdo com a fauna, sdo
caracteristicas que colocam a espécie numa posicdo estratégica para conservagdo da Mata
Atlantica. (REIS; REIS 2000).

Hoje, E. edulis é considerada como uma das espécies mais importantes encontradas na
lista das espécies da flora ameacadas de extin¢do e inserida na categoria “Perigo de extin¢do”.
(SEMA, 2008).

Além do valor ornamental e do palmito propriamente dito, a jucara € utilizada como
material de construcdo, artesanato e, mais recentemente, como matéria prima para a producdo de
polpa similar ao acai (PIO CORREA, 1969; FISCH, 1998). Suas sementes tém papel
fundamental em toda cadeia reprodutiva da fauna e flora locais, uma vez que alimentam mais de
70 espécies silvestres (REIS, 1995).

O processamento dos frutos de E. edulis para producdo de polpa alimentar tem sido
considerado uma alternativa para geracdo de renda e seguranga alimentar das comunidades
caicaras na Mata Atlantica (DA COSTA, et al., 2006). De acordo com FADDEN (2005) o
potencial de utilizagdo dos frutos dessa palmeira para producio de polpa alimentar e sementes ¢é
uma atividade que pode reduzir a pressdo sobre a exploracdo da mesma, além de contribuir para a
conservacao deste bioma ameacado, ja que a retirada dos frutos ndo implica na morte da planta,
diferentemente da retirada do palmito.

Segundo DA COSTA, et al., (2006), apesar de existir uma vasta bibliografia
contemplando a ecologia desta espécie e seu manejo para a producdo de palmito, sdo escassos 0s
estudos direcionados ao manejo dos frutos, sendo que nem mesmo o cddigo florestal prevé
regulamentacdo para esta atividade.

No ano de 2006, o Ministério do Meio Ambiente lancou o programa PDA- Mata Atlantica
(projetos demonstrativos) disponibilizando recursos financeiros. O IPEMA (Instituto de
Permacultura e Ecovilas da Mata Atlantica), localizado no municipio de Ubatuba, foi
contemplado em seu projeto, intitulado Educacdo Agroflorestal para o Manejo Sustentavel nas
Comunidades Tradicionais da Mata Atlantica, com foco no manejo sustentdvel dos frutos da
palmeira jucara. Neste mesmo ano, o Plano de Manejo do Parque Estadual da Serra do Mar,



definiu como agdo estratégica para os programas de proteg¢do, patrimdnio natural e interacdo
socioambiental, a recuperacdo das populagdes de jugara e o desenvolvimento de alternativas para
0 seu manejo sustentdvel na drea de influéncia do Parque (REIS & AZEVEDO, 2010).

IADEROQOZA et al., (1992) ao comparar o teor de antocianina em frutos de acai (Euterpe
oleracea) e jucara (E. edulis) registrou no acai o valor de 336 mg / 100 g e 1.347 mg / 100 g, nos
frutos de jucara. Esses dados indicam que os frutos da jugara apresentam uma concentracao em
antocianinas quatro vezes superior aos frutos de acaizeiro do norte do pais. Antocianinas sao
antioxidantes e anti-radicais livres que retardam o envelhecimento, prolongam a vida das células,
aumentam as defesas imunoldgicas, propiciam uma melhor circulagdo sangiiinea e protegem o
organismo contra o acimulo de lipideos nas artérias. Possuem também a capacidade de adiar as
perdas de visdo, e diminuem os efeitos da doenca de Alzheimer (ROGEZ, 2000).

Diante da necessidade de disciplinar o uso da polpa de jugara, em 2008, foi publicada no
Diério Oficial do Estado de S@o Paulo, a Resolu¢io SMA — 23, que institui grupo de trabalho
para propor modificacdes na Resolucdo SMA — 16 de 1994, que trata apenas do manejo
sustentdvel do palmito jucara. Até o presente momento nenhuma normatizacdo foi publicada
decorrente do grupo de trabalho instituido. (SAO PAULO, 1994; SAO PAULO 2008).

Os estudos sobre as doencas, especificamente aquelas que atacam os frutos dessa palmeira
sdo ainda raros e incipientes. Como qualquer outra espécie, as palmeiras estdo sujeitas a
incidéncia de pragas e doencas que podem alterar a quantidade e a qualidade do palmito e da
polpa a ser produzida. Uma das doengas que incidem na espécie E. edulis € a antracnose. Sua
incidéncia causa o desfolhamento, morte dos ponteiros e podriddo dos frutos. As condi¢des que
favorecem a ocorréncia de antracnose sdo umidade relativa elevada e altas temperaturas. O fungo
sobrevive em restos de cultura e tecidos afetados na propria planta, por isso a doenca € mais
freqliente e severa em uma determinada drea a partir do segundo ano de cultivo. (SEMA, 2008;
AZEVEDO; ABREU; REIS, 2008).

O presente trabalho teve como objetivo principal, identificar o fungo causador da
antracnose em E. edulis, em género e espécie, e propor medidas de manejo e de controle do
patégeno na populagdo de jucara estudada.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Euterpe edulis Martius

A espécie E. edulis é encontrada na Mata Atlantica, sendo seu principal habitat a costa
litoranea brasileira. A distribuicdo geografica desta espécie ocorre no Brasil, desde o litoral do sul
da Bahia aos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina até o
Rio Grande do Sul, ocorrendo também em Goids, Minas Gerais e no nordeste da Argentina e
Sudeste do Paraguai, na Mata Atlantica entre o nivel do mar e at¢ 1.000 metros de altitude
(HENDERSON, 2000).

E. edulis (Figura 1) ¢ uma palmeira ndo estolonifera, ou seja, apresenta apenas um estipe.
Suas folhas sdo pinadas, com cerca de 2,0 a 2,5m de comprimento, destacam-se com facilidade
da planta. A inflorescéncia junto com a rdquis mede cerca de 70 cm de comprimento, com muitas
raquilas, contendo flores em triade (uma flor feminina e duas masculinas). Os cachos sdo
formados por milhares de frutos que medem de 10 a 15 mm de didmetro (HENDERSON, 1996).

N >
\J b P\

Figura 1. Euterpe edulis Mart. Foto: Luis Azevedo, 2010.



A espécie apresenta frutos drupdceos, esféricos, de cor quase preta ou negro-vinosa
quando maduros (Figura 2), com mesocarpo carnoso muito fino, € semente com embrido lateral e
albume abundante e homogéneo (REITZ, 1974).

RN

o

Figura 2. Frutos de E. eduli;ch;r\t. maduros. Foto: Reis,C. S. 2008.

O fruto da jucara pesa em média 1g e as infrutescéncias (Figura 3) podem atingir 5kg,
sendo a média de 3kg (REIS, 1995). De acordo com QUEIROZ (2000) o fruto da jucara assegura
para esta espécie, tanto variabilidade genética quanto estabelecimento de novos individuos, no
espaco e no tempo, ja que ela ndo se reproduz por outro mecanismo.
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Figura 3. Colea dos cachos durante a safra de 2008 eUatumrim, comunidade do municipio
de Ubatuba, SP. Foto: Reis D. C.

Quando a floragdo se inicia, as plantas apresentam a regido das bainhas foliares bem
engrossadas, indicando a presencga de inflorescéncias. No momento da queda da folha, a bréctea
peduncular aparece e em seguida expde a inflorescéncia. A bractea peduncular é composta por
dupla capa que envolve a inflorescéncia e € liberada no momento da abertura das flores
(MANTOVANI, 1998).

H4 alguns anos, esta planta comecgou a receber uma maior aten¢io quanto ao potencial de
seus frutos para a produgdo de polpa, similar a do acai (E. oleracea), produzido na Amazodnia. Na
prética, a producgdo de polpa artesanal de E. edulis tem apresentado um rendimento em volume e
concentracdo de polpa semelhante a de agai (E. oleracea). O manejo dos frutos da jugara para
obtencdo da polpa alimentar e de sementes pode ser considerado como uma importante estratégia
de conservagdo desta espécie e das florestas nativas, além do potencial socioecondmico da
seguranca alimentar e geracdo de renda das comunidades caicaras na Mata Atlantica (DA
COSTA, et al, 2006).

2.2 Antracnose

A antracnose € uma das mais importantes doengas associadas a uma grande infinidade de
cultivares em todo o mundo. Sua ocorréncia € relatada em culturas como abacate, caju, acerola,
café, manga, goiaba, pepino, pimentdo e maracujid (ROSSETTO, 2006). A doenga esta associada
ao clima quente, com temperaturas em torno de 23 a 27°C e alta umidade. Sua ocorréncia €
aumentada na época chuvosa. O agente causal pode sobreviver em partes afetadas remanescentes



no proprio hospedeiro ou no chdo, em plantas hospedeiras vizinhas e restos de cultura sendo, para
tanto, sua disseminacao feita por intermédio dos agentes de inoculagdo como vento, dgua, insetos,
homens, equipamentos, caixas utilizadas no transporte, etc. (RUGGIERO et al., 1996; AGRIOS,
1997; KUROZAWA & PAVAN, 1997).

Os sintomas da infeccdo variam muito pouco entre as diferentes plantas cultivadas.
Inicialmente, aparecem pequenas manchas superficiais, circulares, ligeiramente deprimidas e de
colorac@o marrom a preta. As lesdes tendem a aumentar de tamanho, atingindo parte do fruto ou
mumificando-o totalmente (BENATO, 1999). Quando os sintomas sdo mais severos, aparecem
pequenas lesdes deprimidas, encharcadas, de coloragdo marrom, principalmente em locais
danificados por insetos. Em condi¢des favordveis, de alta umidade e temperatura, nota-se a
formacdo de circulos concéntricos com uma massa de esporos de coloracdo laranja ou rosada
sobre o centro da lesio. Em frutos maduros a doenca manifesta-se por pequenas lesdes
encharcadas, de coloracdo marrom-clara, que mais tarde tornam-se deprimidas e moles
(PEREIRA, 2009).

O agente causador da antracnose ¢ um fungo pertencente ao género Colletotrichum (Penz)
que foi descrito por Corda em 1837. E o mais importante agente causador de doencas pés-
colheita, em frutos maduros e imaturos. Sua ocorréncia ja foi confirmada também em folhas,
ponteiros, flores. Ocorre em uma gama de espécies vegetais, além de palmeiras, tais como:
pupunha, acai, e rafis (Rhapis excelsa), culturas agricolas, plantas medicinais, arbustos e arvores
silvestres. (PEREIRA, 2009; BAILEY & JEGER, 1992; AINSWORTH, 1971).

O relato da doenga em frutos de palmeira pupunha, (Bactris gasipaes Knuth), nos estados
de Minas Gerais e Parand, foi relatado por VIDA et al. (2006), apresentavam manchas
inicialmente pequenas, deprimidas de formato arredondado, € num estigio mais avancado as
manchas aumentavam de tamanho, atingindo diametro de até trés centimetros, sendo cobertas por
abundante massa de esporos, de aspecto mucilaginoso e de coloragdo rosea-clara.

O primeiro relato de antracnose em frutos de E. oleracea foi registrado em 2005, no
municipio de Muand, no estado do Pard, regido norte do pais. Nesse estudo foi identificado o
fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) como sendo o agente causal da doenca (BATISTA
et al., 2007). Outros estudos ja haviam identificado a mesma doencga, em viveiro, em mudas de
acai e pupunha (SANTOS et al., 2007).

Embora o género Colletotrichum seja citado como agente causal da antracnose em
palmeira do género FEuterpe, ndo ha relatos na literatura de estudos mais detalhados de
identificacdo e de caracterizacdo da variabilidade fenotipica e genotipica de espécie(s) de
Colletotrichum patogénica(s) em jucara. Considerando que a identificagdo do agente causal € o
primeiro passo para estudos de medidas de controle de uma doenga, tornam-se necessirios
estudos de identificacdo e caracterizacdo da extensdo da variabilidade de Colletotrichum. Apesar
de existir extensa pesquisa sobre a antracnose em diversos hospedeiros (LOPEZ, 2001),
praticamente nada se conhece sobre a epidemiologia do agente causal da antracnose em jugara.
Esse conhecimento € indispensdvel para que o manejo da doenga passe a basear-se em sélidas
informacdes epidemioldgicas (CAMPBELL & MADDEN, 1990; JONES, 1998).



2.3 O género Colletotrichum

O género Colletotrichum engloba os fungos anamorficos ou imperfeitos pertencentes a
ordem Melanconiales da classe Coelomycetes, os quais apresentam associa¢ao teleomorficas com
estirpes homotélicas ou heterotélicas de ascomicetos do género Glomerella (SKIPP, et al., 1995;
DUTRA, 2008). A distribuicdo geogrifica das espécies de Colletotrichum é muito ampla,
principalmente em ambientes quentes e imidos dos tropicos (JEFFRIES et al, 1990; WALLER,
1992; PEREIRA, 2009). A similaridade genética deste género com tdxons compreende fungos
endofiticos, saprofiticos até fitopatégenos, colocando-o entre os principais patégenos mundiais
(KUMAR et al., 2004; PHOTITA et al., 2004; ANDRADE, 2009). Segundo BAILEY & JEGER
(1992) e AINSWORTH (1971) citados por PEREIRA (2009), esses fitopatégenos sdo causadores
de uma diversidade de doencas conhecidas como antracnose e afetam um grande nimero de
culturas causando podriddes de colmos, caules e frutos, seca de ponteiros, manchas foliares e
infecgdes latentes.

Dentre as espécies deste género, C. gloeosporioides é considerada a mais disseminada,
heterogénea e importante, principalmente nos tropicos. Seus conidios sdo hialinos e unicelulares
produzidos no interior de acérvulos subepidérmicos dispostos em circulos (RESENDE et al,
2005), geralmente formados em conjunto de coloracdo salmao, retos e cilindricos, com dpices
obtusos e bases as vezes truncadas, medindo 12-17 um de comprimento por 3,5-6 um de largura.
Dentro dos acérvulos, os conidios estdo envolvidos por uma matriz gelatinosa alaranjada,
constituida de polissacarideos e proteinas soliveis em dgua, a qual tem a funcio de protegé-los da
dissecacdo e aumentar a efici€éncia de germinagdo e penetragdo no tecido do hospedeiro
(MENEZES, 2002).

Os apressorios, estruturas especializadas da hifa que tem a fun¢do de fixar o fungo
parasita ao hospedeiro, tém formato arredondado ou levemente clavados, ovéides, obovados ou
lobados, de coloracdo castanha e medindo 6-20 pm x 4-12 pm. Forma colOnias varidveis, de
colorac@o branco-gelo a cinza-escuro e micélios aéreos geralmente uniformes-aveludados ou
repleto de conidiomato (SUTTON, 1992).

Outra espécie dentro do género € acutatum, descrita pela primeira vez para mamao papaia
na Austrdlia, sendo hoje reconhecido como patdgeno cosmopolita, causando antracnose em mais
de quarenta hospedeiros mundialmente, como € o caso da goiaba, maca, kiwi, uva, péra, améndoa
e peca (PERES et al., 2002). Mais de uma espécie dentro do género Colletotrichum pode infectar
um mesmo hospedeiro, como se observa no morangueiro e na goiabeira, infectados por C.
acutatum e C. fragariae, simultaneamente (PERES et al., 2002; TANAKA et al., 1997;
SIMMONDS 1965).

2.4 Identificacao de espécies de Colletotrichum

Existem diversos métodos para a identificacdo de fungos, sendo os mais tradicionais
baseados em caracteristicas culturais e morfologicas dos isolados. Contudo, tais métodos nem
sempre apresentam resultados precisos gerando confusdes de interpretacdo, o que dificulta a
identificag¢do e o diagndstico correto dos resultados (ATKINS; CLARK, 2004). A dificuldade de
identificagdo das espécies de Colletotrichum com base em critérios cldssicos da taxonomia
advém da enorme variabilidade desse fungo em diferentes condi¢des ambientais. (SUTTON,



1992). Este mesmo autor fornece descri¢dao para cerca de 40 espécies; porém, ele afirma que a
taxonomia deste género € confusa e que, os critérios morfolégicos sao de pouco interesse quando
informacgdes mais detalhadas sobre um determinado isolado fitopatogénico sdo necessdrias.

Desta forma, os métodos tradicionais, antes utilizados como unico critério de
classificacdo, hoje tem sido usados como complemento para técnicas mais sensiveis, como 0s
baseados na biologia molecular.

As técnicas ‘“Polimerase Chain Reaction” (PCR), “Random Amplified Polymorphic”
DNA (RAPD), “Arbitrarily Primed (ap)-PCR” entre outras, permitem a rdpida identificacdo e
quantificacdo de espécies de fungo em diferentes ambientes, sendo empregadas com bastante
sucesso em trabalhos que exigem maior precisdo no diagnéstico (DEAN et al., 2005).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Ubatuba, litoral norte do estado de Sdo Paulo.
Ubatuba possui uma area total de 712km2, 83% dos quais localizados no Parque Estadual da
Serra do Mar (PESM), e uma populagdo de 81.096 habitantes (IBGE, 2009). O PESM, criado em
1977, € o maior parque paulista, com 315.390ha, abrangendo uma drea de aproximadamente
47.500ha do municipio de Ubatuba (Figura 4), administrada a partir de um nucleo operacional
localizado no distrito de Picinguaba, fronteira com o Estado do Rio de Janeiro. (PESM, 2010).

O clima da regido, segundo a classificagdo de Koeppen, é do tipo tropical imido com
precipitacdo média anual de 2.519mm e temperatura média no més mais frio de 18,4°C (Julho) e
no més mais quente 25,5°C (Fevereiro) (Embrapa, 2010).

Figura 4. Localizacdo geografica do municipio de Ubatuba, SP. Fonte: Wikipédia, acessado em
02/11/2010.



3.2 Localizac¢ao e caracterizacao da area de estudo

A darea de estudo estd localizada no interior do Parque Estadual da Serra do Mar (Tabela
1), nicleo Picinguaba, junto a estrada principal do Cambury iniciando na residéncia do Sr. Isais,
proprietdrio da drea de estudo, e seguindo no sentido BR 101/Praia conforme os limites da drea
de posse de sua familia. A drea (Figura 5) é composta por um mosaico de diferentes unidades de
paisagens integrando bananais tradicionais e capoeiras em pousio, além de dreas de preservacio
permanente (APP): como beira de rio e corregos. Foi observada a ocorréncia de individuos de
Euterpe edulis em adensamento, em diversos estdgios de desenvolvimento nas APP’s junto a
bananais e capoeiras de pousio.
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Figura 5. Imagem da drea de estudo, localizada no municipio de Ubatuba, SP. Fonte: Google
Earth, imagem referente a 7 de outubro de 2010.

Tabela 1. Localizacdo geogrifica da drea de estudo.

Pontos Localizacio geografica
A 52°36°20.12”W, 74°16°25.74”’S
B 52°36°57.05”W, 74°16°62.35”S
C 52°36°98.85”W, 74°16°93.43”S
D 52°36°65.18”W, 74°16°89.87’S




3.3 Coleta de material

Durante o periodo de frutificag¢do e floracdo, que se iniciam no final de fevereiro até inicio
de julho e de setembro até novembro, respectivamente, foram realizadas coletas de frutos em
diferentes estddios de maturacdo, no ano de 2009. As coletas foram realizadas em 10 plantas
previamente marcadas e identificadas, sendo selecionadas para coleta: as que apresentavam
sintomas tipicos da doenga e também aquelas sem sintomas. As amostras foram etiquetadas e
transportadas para andlise e identificacdo dos patégenos no Laboratério de Fitopatologia, da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

3.3.1 Coleta dos cachos

A coleta dos cachos foi realizada com o auxilio de peconha para escalada na planta sem
machucd-la, sendo coletado um cacho por planta, totalizando 10 cachos, sendo cinco
provenientes de plantas sadias e cinco provenientes de plantas doentes. Utilizou-se como critério
de coleta: o cacho bem formado e com boa producdo de frutos, estes foram selecionados e
pesados na prépria drea de coleta. Para o isolamento dos fitopatdgenos foram selecionados os
frutos que apresentavam sintomas de doenca.

3.4 Relacao entre o peso do cacho e a sanidade da planta

Nesse estudo, uma etapa envolvia a coleta de cachos. Dos 10 cachos coletados, cinco
pertenciam a plantas sadias e cinco pertenciam a plantas doentes. A média do peso dos cinco
cachos das plantas sadias e a dos cinco cachos das plantas doentes foi utilizada para estabelecer
uma relacao qualitativa entre o peso dos cachos e a sanidade das plantas.

3.5 Isolamentos dos fitopatogenos

Os frutos foram lavados com dgua corrente e sabdo e enxutos com papel toalha. A seguir
foram retirados fragmentos lesionados da casca dos frutos, desinfetados com dlcool a 70 % por
30 segundos, em seguida transferidos para placas de Petri com hipoclorito de sédio a 1,5% por 2
minutos e lavados duas vezes em dgua destilada e esterilizada, para retirada do excesso de
hipoclorito. Apés esse procedimento, os fragmentos foram finalmente transferidos para as placas
de Petri contendo meio de cultura Batata Agar Dextrose (BDA) para o isolamento dos
fitopatogenos. As placas de Petri foram incubadas por sete dias em camaras de crescimento
(BDO) a 25°C. Em seguida, ap6s as colOnias terem se desenvolvido foi realizado o processo de
repicagem para tubos de ensaio com BDA. Apds incubacdo por 10 dias em camaras de
crescimento a 25°C, foram realizados isolamentos monospdricos das culturas a fim de se garantir
a pureza dos isolados.
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3.6 Identificacao dos fitopatégenos

A 1identificacdo dos fitopatdégenos foi realizada com o auxilio de microscopia Otica,
baseando-se nas caracteristicas morfolégicas das culturas monospdricas para caracterizar 0s
géneros; para isso foram utilizadas chaves micoldgicas de identificacdo de fungos fitopatogénicos
(BARNETT & HUNTER,1998).

Para a identificacdo da espécie utilizou-se a técnica molecular de PCR (Polimerase Chain
Reaction) por meio de envio de um isolado para o Departamento de Fitopatologia e Nematologia
da ESALQ (Escola Superior de Agricultura Luis de Queiroz), sob supervisdo do Professor Dr.
Nelson Massola.

3.6.1 Caracterizacao morfologica

Neste experimento avaliaram-se as caracteristicas do micélio (cor, septacio e formacao de
frutificagdo) e a forma dos conidios produzidos por cada isolado monospdrico do fungo. As
placas utilizadas para a caracterizagdo cultural foram as mesmas para a caracterizagio
morfoldgica, sendo retirados os esporos no sétimo dia de crescimento. Sete dias apds a incubagio,
foram obtidas as suspensdes de conidios. Os conidios foram removidos de cada placa com uso de
10 ml de 4gua destilada e o auxilio de uma al¢a de Drigalski. Com a suspensdo de conidios,
foram confeccionadas ldminas para observacao dos isolados, quanto a sua forma em microscépio
optico.

3.6.2 Caracterizacao cultural

A caracterizacdo cultural baseou-se na observacdo de caracteristicas morfologicas das
coldnias de cada isolado, quando cultivados em meio BDA. Neste experimento utilizaram-se 10
isolados de frutos de jucgara e para cada isolado, discos de micélios de Smm de didmetro foram
obtidos das bordas da coldnia cultivada por sete dias em meio BDA e transferidos para o centro
de novas placas de Petri, contendo o mesmo meio. Apds a repicagem, os isolados foram
incubados a temperatura de 25°C por um periodo de sete dias.

3.6.3 Teste de patogenicidade (Blotter test)

O teste de patogenicidade foi realizado por meio de inoculagdo de frutos sadios com um
isolado do fungo. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com 10 repeti¢des, 10
frutos por parcela. Cada parcela era constituida por uma placa de Petri com 15cm de didmetro. Os
frutos foram deixados em hipoclorito de s6dio 2% por 3 minutos e, em seguida, lavados por trés
vezes em dgua destilada esterilizada. A seguir, os frutos foram inoculados com discos de micélio
de culturas com sete dias de idade. A testemunha nao foi inoculada. Logo apds este procedimento,
os frutos foram incubados em BDO durante sete dias, sob fotoperiodo de 12h de luz e de 12h no
escuro na temperatura constante de 25+_ 2°C.
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3.6.4 Caracterizacio molecular e reacao de PCR

Estas etapas foram realizadas no Departamento de Fitopatologia e Nematologia da
ESALQ (Escola Superior de Agricultura Luis de Queiroz). Foi extraido o DNA gen6mico do
isolado de Colletotrichum de E. edulis, utilizando-se a metodologia descrita por Dellaporta,
Wood e Hicks (1983). Para identificacdo molecular pela técnica de PCR, foram utilizados
oligonucleotideos especificos para Colletotrichum gloeosporioides, C. acutatum e C. boninense.

Para a identificacdo de C. gloeosporioides foi utilizado o oligonucleotideo CgInt (5 —
GGC CTC CCG CCT CCG GGC GG- 3) descrito por Mills, Sreenivasprasad e Brown (1992) em
conjunto com o ITS4 (5 — TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3) descrito por White e Morrow
(1990).

3.7 Teste de germinacao dos frutos inoculados

Para a realizacdo desse teste utilizou-se 300 frutos sadios que foram divididos em seis
grupos contendo 50 frutos em cada um. Cinco, destes seis grupos, tiveram seus frutos inoculados
com o patégeno, num total de 250 frutos inoculados. O método de inoculagdo utilizado foi
colocar discos de micélio de culturas do patégeno nos frutos. O grupo restante (50 frutos)
permaneceu com os frutos sadios como testemunha. Todos os grupos foram colocados para
germinar em caixa tipo gerbox contendo areia lavada e mantidos em casa de vegetacao.

3.8 Avaliacao da evolucao da doenca

Das 10 plantas marcadas, foram selecionadas duas sadias e uma doente para um estudo de
caso. Foi avaliado durante a frutificacio de 2009 e 2010, o nimero de cachos, estidio de
maturagdo e porcentagem de infecc@o de antracnose nos cachos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Historico da area

Segundo o Sr. Isaias, proprietdrio da 4rea de estudo, os individuos de Euterpe edulis
existentes hoje na drea de capoeira sdo provenientes de plantio, regeneracdo e também dispersao
natural. Em geral, predominam individuos de médio e grande porte e com pouco vigor, finos e
com baixa producdo, em maioria de menor porte. Da mesma maneira inimeros pés de jugara
permaneceram onde antigamente foi um bananal tradicional; isso porque muitos agricultores,
assim como o Sr. Isaias, reconhecem que a presenca de drvores no bananal contribui com um
sombreamento minimo para as bananeiras e protegem contra os ventos fortes que derrubam as
mesmas. Foi observado um grande nimero de novos individuos reprodutivos que regeneraram na
area, por sua vez de menor porte e base do tronco mais grossa que, segundo relatos, produzem até
quatro ou cinco cachos por ano e de porte médio a grande dependendo da idade da planta.
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A degradacdo do solo, a alta densidade de individuos de jucara e a baixa biodiversidade,
sdo fatores que podem ter contribuido para o estabelecimento e a proliferacdo da doenca na drea.
Andlises de solo do local, desbaste de alguns individuos de jucara, introducdo de novas espécies,
sdo medidas que poderiam auxiliar no manejo da doenca.

4.2 Relacao entre peso do cacho e sanidade da planta

Dentre os 10 cachos coletados, cinco pertenciam a plantas sadias e cinco pertenciam a
plantas doentes. A média do peso dos cinco cachos das plantas sadias e dos cinco cachos das
plantas doentes sdo apresentadas na Figura 10.

Relacao peso do cacho X sanidade da planta

3,57
3
2,5
2
1,57
1 -
0,5
0 u

Peso médio em Kg

Plantas Doentes Plantas Sadias

Sanidade das plantas
Figura 6. Relacdo entre o peso do cacho e a sanidade da planta.

O gréfico demonstra que o peso do cacho de plantas doentes diminui em relacdo ao peso
do cacho das plantas sadias. Porém para uma andlise mais precisa seria interessante aumentar o
nuimero de individuos a serem avaliados obtendo assim dados mais consistentes sobre a relacao
entre o peso do cacho e a sanidade da planta.

4.3 Caracterizacao morfologica

De acordo com as caracteristicas morfologicas e culturais apresentadas pelas colonias em
batata agar dextrose (BDA), o fungo fo1 identificado como pertencente ao género Colletotrichum
(BARNETT & HUNTER, 1998). Todos os isolados apresentaram na caracteriza¢do morfoldgica:
micélio bastante ramificado, septado e hialino, apresentando acérvulos sem a presenca de setas e
conidios hialinos, com uma célula, predominantemente oblongos, com dpices arredondados,
corroborando com a descricdo feita por SUTTON (1992). Este patégeno causa a antracnose em
jucara, e este é o primeiro relato desta doenca no Brasil (Figura 6). BATISTA et al., (2007)
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descreve caracteristicas morfoldgicas distintas para o mesmo patogeno (C. gloeosporioides) em
acai, na regido norte do pais. Segundo esta descri¢do os acérvulos apresentaram-se sem setas,
com conidios unicelulares e hialinos, lisos com paredes finas elipséides a cilindricos. O complexo
grupo C. gloeosporioides apresenta distintas caracteristicas morfoldgicas para diferentes
hospedeiros, levando entdo a necessidade de se verificar outras caracteristicas, como suas
dimensdes, para correta identificagdo.

Devido a enorme abrangéncia da distribui¢do espacial da espécie E. edulis pelo territorio
brasileiro, que ocorre desde o litoral sul da Bahia até o Rio Grande do Sul, a possibilidade de
haver mais de um agente causal responsdvel pela antracnose em E. edulis e o registro de poucos
estudos voltados para a identificacdo de patégenos em frutos desta espécie, torna o presente
trabalho um dos pioneiros nesse aspecto.

e - . . .

Figura 7. Cacho de frutos de jucara, colhidos na 4rea de estudo, com sintomas de antracnose.
4.4 Caracterizacio cultural

Os isolados de Colletotrichum spp. (Figura 7) apresentaram-se bastante homogéneos
quanto a coloragd@o da coldnia, o que permitiu agrupa-los em apenas um grupo de caracteristicas.

Este grupo apresentou as mesmas caracteristicas culturais descritas por SUTTON (1992) para
Colletotrichum gloeosporiodes. A variagdo da coloracdo das coldnias oscilou de cinza claro a
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escuro, apresentando a mesma oscilagdo para o centro da colonia, com os bordos variando entre
branco a cinza claro

Figura 8. Aspectos das colonias de dois isolados de Colletorichum em meio BDA, sob
temperatura de 25°C.

Embora algumas espécies do género Colletotrichum apresentem caracteristicas padrdes, a
identificacdo baseada apenas nas caracteristicas descritivas das col6nias ndo nos permite
distinguir com precis@o a qual espécie pertence cada isolado, por se tratarem de caracteristicas
subjetivas, dependendo, portanto, da interpretacdo de cada autor. Diversos autores levantaram a
inconsisténcia dessas caracteristicas para fins taxondmicos (TOZZE J UNIOR, 2007; ANDRADE
et al., 2007; PERES et al., 2002). Segundo COUTO; MENEZES; COELHO (2002) varios
fatores podem influenciar as caracteristicas das coldnias, tais como: meio de cultura utilizado,
fotoperiodo de exposi¢do e periodo de incubagdo, porém, mesmo com a padronizacdo desses
fatores, o patdgeno estd sujeito a intensa variabilidade em func¢do tanto da pressdo ambiental
quanto por caracteristicas intrinsecas ao patogeno.

4.5 Teste de patogenicidade (Blotter test)

Aos cinco dias apds a inoculagdo observou-se as primeiras estruturas fungicas (Figura 8).
As mesmas eram constituidas por um micélio ramificado de coloracdo cinza distribuido
uniformemente sobre a superficie dos frutos. Aos sete dias apds a inoculacdo observou-se
também, a presencga de acérvulos abundantes, de coloragdo alaranjada e sem setas. Com base nas
caracteristicas das culturas e das estruturas observadas em microsocopio 6tico, e também na
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formacdo de acérvulos nos frutos submetidos ao “Blotter test”, pode-se afirmar que o teste de
patogenicidade comprovou a viruléncia do isolado de Colletotrichum em frutos de jucara.

Figura 9. Frutos de jucara com sintomas de Antracnose cinco dias apds a inoculagdo do fungo.

4.6 Caracterizacao molecular

Os resultados obtidos na caracterizacdo molecular (PCR) corroboram os dados obtidos
tanto pela caracterizacao cultural (cor da colonia), quanto pela caracterizacdo morfoldgica (forma
dos conidios), indicando o fungo Colletotrichum gloeosporioides como o agente causador da
antracnose em jucara. E importante salientar que apesar dos resultados obtidos pelas
caracteristicas das culturas terem correspondido ao resultado obtido pela técnica molecular, tais
critérios nem sempre sdo adequados para a identificagdo confidvel de espécies de Colletotrichum.

Portanto, diversas técnicas moleculares vém sendo utilizadas ao longo dos ultimos anos
com sucesso, para complementacdo da identificacdo de espécies e entre espécies (TOZZE
JUNIOR, 2007; ANDRADE et al., 2007).

4.7 Avaliacao das plantas
Para a avaliacdo do teste de germinacdo fez-se uma média do nimero de plantas
estabelecidas, ou seja, aquelas que germinaram, mas morreram depois ndo entraram na contagem,

para cada grupo (Figura 9). Este teste foi realizado no més de outubro, trés meses depois do
plantio das sementes, quando as mortes cessaram.
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Figura 10. Percentagem média de plantas estabelecidas de frutos de jugara inoculados com
Colletotrichum gloeosporioides.

Nota-se que o baixo percentual de plantas que tiveram os frutos inoculados e que
conseguiram se estabelecer foi bem menor (14,8%) em relagdo percentual de plantas que ndo
tiveram os frutos inoculados (40%). No entanto, as plantas que conseguiram se estabelecer,
mesmo tendo sido inoculadas com micélio do fungo na fase de frutos, hoje ndo apresentam
sintomas de antracnose, seja nas folhas, no caule ou qualquer outra parte da planta. ROSSETO
(2006) cita em seu trabalho de antracnose em mangueira, que o patogeno pode ficar latente, vindo
a se manifestar com sintomas visiveis apenas na matura¢do dos frutos.

E importante considerar que o ambiente (casa de vegetagdo) onde o teste foi realizado
pode ter favorecido o estabelecimento das plantas inoculadas, visto que numa condi¢do de
sombrite a 70%, por exemplo, poderia contribuir para uma percentagem ainda menor de plantas a
se estabelecerem. Seria interessante refazer esse teste em diferentes condi¢cdes de luminosidade
(sombrite a 25%, 50% e 70%), diminuindo assim as possiveis interferéncias ambientais. Outra
linha que poderia ser acrescentada a um novo teste seria utilizar frutos coletados de cachos
doentes e comparar com frutos sadios que foram inoculados com o fungo em relacdo ao
estabelecimento de ambos.

4.8 Avaliacao da evolucao da doenca no campo

Das 10 plantas marcadas foram selecionadas duas sadias e uma doente para um estudo de
caso. As plantas que se apresentavam sadias, ou seja, sem nenhum sintoma de doenca, durante a
frutificacdo de 2009, em 2010 comegaram a apresentar sintomas de antracnose (Tabela 2). Esse
estudo demonstra a possibilidade da doenca estar aumentando nas plantas ja doentes e incidindo
sobre aquelas que anteriormente nio apresentavam doenca nenhuma. Andlises em amostras do
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palmito e o acompanhamento das plantas por um tempo maior poderiam dar uma idéia mais exata
sobre o grau de severidade da doenca sobre as plantas estudadas.

Tabela 2. Evolugdo da antracnose em trés plantas no periodo de maio de 2009 a marco de 2010;

Frut.= Frutificacdo; Desparelha= Matura¢do desuniforme do cacho; Mar.= Marco;
Jan.= Janeiro.

Planta Frut Frut Jan 2010 %0 Mar 2010 %
2009 2010  N°cachos infeccio  N° cachos infeccao

MS1  Sadia Doente 3 5 3 10-20
verdes 10 Desparelha 20
0 5
MS2  Sadia Doente 2 verdes 5 2 10
5 Desparelha 20
MM3 Doente Doente 2 verdes 5 2 15
10 Desparelha 30

5. CONCLUSOES

As caracterizacOes morfolégicas e culturais indicaram o mesmo género de fungo
responsdvel pela antracnose em frutos de jugara, tendo na caracterizacdo molecular a
comprovacao do género e da espécie fungica.

Todos os isolados analisados foram identificados como pertencentes a espécie
Colletotrichum gloeosporioides ¢ o teste de patogenicidade comprovou sua viruléncia.

O estudo de caso demonstrou a evolucao da doenca em um curto espaco de tempo.

Medidas de controle, tais como: retirada de restos culturais infectados, desbaste de plantas
doentes para arejar a drea e aumentar a luminosidade, introdu¢do de outras espécies na drea,
introducdo de sementes de Euterpe edulis provenientes de matrizes sadias de outras localidades,
podem ter resultados positivos no controle da doenca.
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