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RESUMO

Poltronieri, T.P.S.; Azevedo, L.A.S.; Silva, D.E.M. Efeito da temperatura no crescimento micelial, produ¢do e germinacdo de conidios de
Colletotrichum gloeosporioides, isolados de frutos de palmeira jugara (Euterpe edulis Mart). Summa Phytopathologica, v.39, n.4, p.281-285,

2013.

A palmeira jucara (Euterpe edulis) é uma das espécies mais
importantes da Mata Atlantica. E. edulis faz parte da lista das espécies
florestais ameacadas de extin¢do. A antracnose, causada por
Colletotrichum gloeosporioides, é a principal doenga do fruto da
jucara. O patégeno prejudica a germinacido das sementes e pode causar
perda total da produ¢do da polpa do fruto. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a influéncia da temperatura no desenvolvimento de quatro
isolados de C. gloeosporioides obtidos de frutos de jucara. Os isolados
foram obtidos de frutos doentes da regido de Paraty-RJ e Ubatuba—SP.
Dos isolamentos monospéricos de C. gloeosporioides, discos de
micélio com 7 mm de didmetro foram transferidos para placas de

Petri contendo meio BDA e submetidos as temperaturas de 20°, 25°,
28°, 32° e 35°C durante sete dias sob fotoperiodo de 12 horas em
cdmara tipo BOD. Foram avaliados as varidveis: crescimento micelial
diariamente por meio de medi¢des ortogonais na placa, producdo e
germinacdo de conidios aos sete dias de idade (inocula¢@o). A maior
taxa de crescimento micelial de C. gloeosporioides ocorreu aos 28°C,
seguida pela temperatura de 25°C. A producdo de conidios foi maior a
28°C, seguida na temperatura de 30°C. A germinagdo de conidios foi
maior a 28°C atingindo 84% a 87%. Concluiu-se que o crescimento
micelial, a produ¢do e germina¢do dos conidios dos isolados de C.

gloeosporioides é maior na temperatura de 28°C.

Palavras-chave adicionais: Antracnose, Palmeira Acai, Palmito, Mata Atlantica, multiplicacdo in vitro

ABSTRACT

Poltronieri, T.P.S.; Azevedo, L.A.S.; Silva, D.E.M. Effect of temperature on mycelial growth and conidial production and germination for
Colletotrichum gloeosporioides isolated from jucara palm fruits (Euterpe edulis Mart). Summa Phytopathologica, v.39, n.4, p.281-285, 2013.

Jucara palm tree (Euterpe edulis) is one of the most important
species in the Atlantic Forest. E. edulis is in the list of endangered
forest species. Anthracnose, caused by C. gloeosporioides, is the
major disease of jugara fruit. This pathogen affects seed
germination and can cause total loss of fruit pulp production. The
aim of this study was to evaluate the influence of temperature on
the development of four Colletotrichum gloeosporioides isolates
from jucara fruits. The isolates were obtained from diseased fruits
from the region of Paraty-Rio de Janeiro State and Ubatuba-Sao
Paulo State, Brazil. From C. gloeosporioides monosporic isolates,
7mm-diameter mycelial discs were transferred to Petri dishes

containing PDA medium and subjected to the temperatures of
20°, 25°, 28°, 32° and 35°C for seven days at 12-h photoperiod in
a BOD chamber. The following variables were evaluated: mycelial
growth by daily measuring the orthogonal plate, conidial
production and germination at seven days of age (inoculation).
The highest C. gloeosporioides mycelial growth rate occurred at
28°C, followed by 25°C. Conidial production was higher at 28°C, then
at 30°C. Conidial germination was higher at 28°C, reaching 84% to
87%. It was concluded that the mycelial growth and the conidial
production and germination for C. gloeosporioides isolates is high at
the temperature of 28°C.

Additional keywords: Anthracnose, Acai Palm, heart of palm, Atlantic Forest, in vitro multiplication

A jucara (Euterpe edulis Mart.), ¢ uma palmeira tipica da Floresta
Atlantica, tendo ocorréncia em vasta extensao territorial, desde o sul
da Bahia até Rio Grande do Sul. A Palmeira produz palmito de excelente
qualidade, porém a exploracdo extrativista reduziu a populacdo da
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espécie nas reservas naturais (16).

Os continuos trabalhos buscando a retirada da palmeira jugara da
lista das espécies ameacadas de extingdo mostram o grande potencial
dos frutos desta palmeira, pois o manejo dos frutos da jucara para
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obteng¢do da polpa alimentar, com alto potencial nutricional, semelhante
ao agai (E. oleracea), produzido na Amazonia e de sementes pode ser
considerado como uma importante estratégia de conservagao desta
espécie e das florestas nativas, além do potencial socioecondmico da
seguranca alimentar e geracdo de renda das comunidades caigaras na
Mata Atlantica (7).

A utilizacdo dos frutos de jugara, ao contrdrio do que ocorre com
o palmito ndo necessita da derrubada da drvore, que leva de cinco a
oito anos para chegar ao estigio de corte. A coleta dos frutos pode ser
realizada ano ap6s ano na mesma palmeira e representa uma alternativa
para a conservacgdo da espécie e para o equilibrio da cadeia alimentar
da Mata Atlantica, visto que varios animais se nutrem deles (4).

Contudo, recentemente foi relatada a ocorréncia de antracnose em
seus frutos, sendo capaz de reduzir drasticamente a producio a partir
do segundo ano de plantio e inibir a germinacdo das sementes (14).

A identificacdo do fungo Colletotrichum sp. causando a antracnose
como principal doenga da palmeira jucara na regiao da Mata Atlantica,
gerou a necessidade de busca de alternativas que visem a comprovagao
do seu potencial patogénico e seu controle. Dessa forma, torna-se
necessdrio estudar melhor o patégeno, a interagio patégeno-hospedeiro
e as condi¢des edafoclimaticas que predispdem a planta ao patégeno
(10).

O conhecimento dos efeitos do ambiente no desenvolvimento de
patégenos pode auxiliar nas estratégias de manejo de doengas. A
temperatura influéncia tanto o crescimento micelial, a esporulacio, a
germinacdo de conidios e na colora¢do das coldnias, podendo ser
utilizada como parametro para diferenciacio de espécies (12).

Informacdes sobre os fatores ambientais sdo valiosas no
desenvolvimento de sistemas de preven¢do de doencas e podem
contribuir para definir a¢des de controle (17). As informagoes sobre a
etiologia do patossistema Colletotrichum sp.-jugara ainda sao bastante
escassas.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da temperatura
no crescimento micelial, producdo e germinagdo de conidios de C.
gloeosporioides isolados dos frutos da palmeira jugara.

O estudo foi realizado a partir de amostras de frutos de jugara,
doentes, coletados nos municipios de Paraty-RJ e Ubatuba-SP, litoral
sul do estado do Rio de Janeiro e litoral norte do estado de S@o Paulo,
regides sob dominio de floresta ombrdfila densa. Os isolados de C.
gloeosporioides, sdo provenientes de quatro locais diferentes de coleta,
sendo eles: Camburi, Corcovado, Praia Almada e Praia Brava.

O clima da regido, segundo a classificacdo de Koeppen, é
considerado como tropical imido. A precipitacdo média anual em
Ubatuba € de 2154,2 mm, sendo a temperatura média no més mais frio
de 19°C (julho) e no més mais quente de 26°C (janeiro) (2). Em Paraty
a precipitagdo média € de 750 mm por ano, e a temperatura média do
més mais frio € de 12°C e no més mais quente de 38°C (7).

Durante o periodo de floragdo e frutificacdo de jucara, que vai de
fevereiro até julho e de setembro até novembro, foram realizadas coletas
de frutos em diferentes estddios de maturacéo, nos anos de 2011 e
2012. As coletas foram realizadas em plantas que apresentavam frutos
com sintomas tipicos da doenca, em quatro diferentes locais, sendo
também coletados frutos sem sintomas. As amostras foram
identificadas e transportadas para andlise no Laboratério de
Fitopatologia, pertencente ao Instituto de Biologia, onde se localiza o
Departamento de Fitopatologia e Entomologia da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

A coleta dos cachos foi realizada com o auxilio de peconha para
escalada na planta, sendo coletados seis cachos, sendo: quatro
provenientes de plantas com fruto visivelmente sintométicos e dois
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provenientes de plantas com frutos aparentemente sadios. Foi coletado
um cacho por planta.

Para isolamento indireto do patégeno, os frutos de jucara
apresentando sintomas de antracnose, foram lavados com dgua corrente
e sabdo, posteriormente enxutos com papel toalha. Foram entdo
retirados fragmentos da drea de transicao da lesdo, desinfestados com
dlcool a 70 % por 30 segundos, em seguida transferidos para placas de
Petri contendo hipoclorito de sédio a 1,5% por 2 minutos e lavados
duas vezes em dgua destilada e esterilizada, para retirada do excesso
de hipoclorito. A seguir, os fragmentos foram transferidos para as
placas de Petri de pldstico contendo meio de cultura Batata Dextrose
Agar (BDA sintético). As placas de Petri foram incubadas em cAmaras
de crescimento (BOD) a 25°C por 10 dias. Apds as coldnias terem
desenvolvido fragmento de micélio, foram repicados e armazenados
em tubos de ensaio com BDA. Apds incubac@o por sete dias em
camaras de crescimento a 25°C, foram feitas suspensdes de conidios
que foram riscadas em placas com meio BDA com o objetivo de se
obter culturas de isolados monospdricos.

Os discos de micélio dos quatro isolados de C. gloeosporioides
com 7 mm de didmetro com meio de cultura BDA foram transferidos
para placas de Petri contendo aproximadamente 20 mL de meio BDA.
As placas foram submetidas a incuba¢do com temperatura de 20°%; 25°;
28°% 30°% 32° e 35°C, sob fotoperiodo de 12 h, durante sete dias em
BOD.

A avaliacao do crescimento micelial foi feita pela medicao, a cada
24 h, registrando-se o diametro em milimetros das coldnias, em posi¢do
ortogonal, durante sete dias, a partir do momento em que foram
colocados os discos de micélio contendo o isolado. Os dados foram
utilizados no célculo do indice de velocidade de crescimento micelial,
conforme a férmula descrita por Oliveira (13):

IVCM =X (D - Da)
N
Sendo:
IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial;
D= didmetro médio atual da col6nia;
Da= diametro médio da col6nia do dia anterior;
N= numero de dias apds a inoculacéo

O experimento foi conduzido em blocos ao acaso, com quatro
tratamentos (isolados), cada um com cinco repeti¢des para cada uma
das seis temperaturas. Foram realizados dois ensaios com o objetivo
de se obter uma maior consisténcia dos dados. As andlises estatisticas
foram realizadas no programa estatistico SAEG. As varidveis
significativas no teste F da andlise de variancia foram submetidas ao
teste de médias e a andlise de regressdo. O ajuste do modelo de regressao
foi realizado utilizando-se as repeti¢cdes das varidveis estudadas.
Avaliou-se o ajuste dos modelos linear, quadrdtico, exponencial,
logistico e polinomial. O modelo escolhido, utilizado para plotar o
grafico, foi aquele com maior R?, menor quadrado médio dos desvios e
melhor gréfico de distribuicdo de residuos.

Para a determinacdo da producdo de conidios, no sétimo dia de
crescimento das culturas de C. gloeosporioides em meio de cultura
BDA, foi feita uma suspensao, com a mesma quantidade de dgua por
placa (2,0 mL) e o auxilio de uma al¢a de Drigalski. A partir desta
suspensdo, avaliaram-se 10 ldminas por placa por isolado. A contagem
do nimero de conidios foi feita com o auxilio da cAmara de Neubauer.

Quanto a porcentagem de germinacdo conidial, uma aliquota de
20iL da suspensdo dos conidios na concentra¢do de 2 x10° mL ' foi
colocada em microtubo de ensaio. Os microtubos foram mantidos em
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camara de crescimento (BOD) a 20°C; 25°C; 28°C; 30°C; 32°C e 35°C.
Apbs 24 horas, procedeu-se a leitura, contando-se 100 conidios por
lamina por repeticdo de cada isolado, em cada temperatura. Foi
considerado germinado o conidio cujo tubo germinativo apresentava
50 % do tamanho do conidio.

Os dados percentuais de germinacio de conidios para os quatro
isolados, foram transformados em arcsen (V((média+0,005) /100).

Os dois ensaios realizados apresentaram resultados
significativamente semelhantes em todas as avaliagdes realizadas. Foi
observada interacdo significativa para o indice de velocidade do
crescimento micelial (IVCM) em todas as temperaturas avaliadas. A
interacdo isolado e temperatura nao foi significativa, demonstrando
ndo haver diferenca entre isolados frente as diferentes temperaturas.
Os quatro isolados apresentaram comportamento semelhante. Todos
os isolados apresentaram uma Unica curva de regressdo mostrando
significincia para os polindmios de terceiro e quarto graus, com R?
=0,7302 e R*=0,9703 respectivamente. Contudo o polindémio de quarto
grau apresentou valores irreais (negativos) em pontos dentro da faixa
estudada. Dessa forma os dados foram representados por um polindmio
do terceiro grau, assim pode-se estimar o mdximo da velocidade de
crescimento, de acordo com a curva polinomial de terceiro grau, atingido
na temperatura de 24,6 ° (Figura 1 - A).

Os isolados avaliados apresentaram em dados brutos, maior [VCM
a 28°C seguida pela temperatura de 25°C. Dados semelhantes foram
obtidos por Dias et al.(10), que trabalhando com C. gloeosporioides
isolados de frutos de cafeeiro, constataram que a temperatura 6tima
para o crescimento micelial estd entre 22°C e 28°C.

Cada fungo exige uma faixa de temperatura ideal para esporular,
sendo que hd fungos que reduzem sua esporula¢do sob baixas
temperaturas e aumentam a medida que a temperatura se eleva, até
atingir um ponto maximo ou o ponto 6timo para a esporulacao.
podendo também ocorrer o0 oposto.

Neste estudo, a temperatura 6tima para o desenvolvimento de
todos os isolados testados de C. gloeosporioides foi a de 28°C quando
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considerado os dados brutos. No entanto através do estudo da regressdao
observamos significincia para polindmios de terceiro e quarto graus,
com R? =0,7408 e R>=0,9732 respectivamente. Mesmo o polindmio
de quarto grau tendo valor significativo pelo teste F, ocorre o mesmo
problema anterior, onde o mesmo apresenta valores estimados irreais
(negativos) em pontos dentro da faixa estudada. Optando-se por
representar os dados por um polindmio do terceiro grau, onde estimou-
se o maximo de crescimento, de acordo com a curva polinomial de
terceiro grau na temperatura de 24,46° (Figura 1-B). Estes dados
corroboram com os resultados obtidos na Embrapa Semidrido em frutos
de mangueira infectados por C. gloeosporioides (1).

O efeito inibidor da temperatura sobre o crescimento dos fungos é
bastante varidvel, porém a maioria dos patdgenos apresenta melhor
desenvolvimento entre 20°C e 25°C. Varias espécies apresentam melhor
desenvolvimento em temperaturas mais elevadas (2,3) como € o caso
do patossistema de C. gloeosporioides e jugara.

Tozze Junior et al. (18), estudando o crescimento de coldnias de
isolados de C. gloeosporioides obtidos de solandceas, constataram
que o desenvolvimento das coldnias ocorreu na faixa de temperatura
entre 25° C e 28°C e Vinnere (19) relata que a temperatura 6tima para
o crescimento micelial de C. gloeosporioides encontra-se entre 26°C e
28,5°C, e o crescimento ¢ paralisado a 35,5°C.; dados estes que
corroboram com os obtidos neste estudo, visto que a melhor
temperatura para o crescimento foi de 28°C e que a 35°C o crescimento
dos isolados do patégeno foi completamente inibido.

Com relagdo a producdo de conidios, todos os isolados
apresentaram temperatura 6tima variando entre 28°C e 30°C (Figura
2). Resultados semelhantes foram obtidos por Maia et al. (12), com
isolados de C. gloeosporioides de mangueira, cuja temperatura ideal
para a producgdo de conidios ficou entre 25 a 30 °C e por Rollemberg
(15), que registrou maior producao de conidios de C. gloeosporioides
a28°C.

A temperatura ideal para a germinag@o de conidios foi 28°C para
todos os isolados (Figura 3). Maia et al. (12) verificou que a temperatura
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Figura 1. Regressao da média de quatro isolados de Colletotrichum gloeosporioides em diferentes temperaturas. A - Velocidade do crescimento micelial

(IVCM) B - Crescimento radial
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Gtima para a germinagao de conidios de C. gloeosporioides foi entre
25°C a30°C. Resultados semelhantes foram obtidos por Denner et al.
(9), que demostraram como a temperatura afeta a germinagdo dos
esporos de C. gloeosporioides in vitro.

A germinacdo dos esporos do patdégeno ocorreu na faixa de
temperatura de 10°C a 35°C. Vdrios trabalhos demonstram que
temperaturas em torno de 25°C sdo ideais para a germinacgao de conidios
de Colletotrichum sp. (15). As temperaturas 6timas para a germinagao
de conidios das diferentes espécies do género Colletotrichum variam.
Goos & Tschirsch (11) citaram a faixa de 27°C-30°C, como 6tima para
a germinagdo de conidios de C. musae, enquanto que no trabalho de
Cox & Irwin (8) o intervalo é de 26°C a 28°C para a germinacdo de
conidios do mesmo patdgeno. Segundo Wilson et al. (20), a germinag@o
de conidios de C. acutatum Simmonds, € maior na faixa entre 25°C e 30
°C, em frutos de morango.

A Figura 3 ilustra a regressio polinomial do comportamento da
germinacdo de conidios de C. gloeosporioides frente as diferentes
temperaturas testadas. Como os quatro isolados avaliados nio
apresentaram diferencas significativas entre si, a germinagao pode ser
demonstrada por apenas uma curva para todos os isolados. Com os
dados brutos, a temperatura de 28°C foi a melhor para a germinagao.
No entanto o estudo da regressao mostra significancia para polindmios
de terceiro e quarto graus, com R? =0,9038 ¢ R?=0,9506
respectivamente. Neste caso, apesar do polindmio de quarto grau ter
valor significativo pelo teste F, ele apresenta valores estimados irreais
(negativos) em pontos dentro da faixa estudada, além de apresentar
valores também absurdos em faixas proximas a faixa estudada. Dessa
forma optou-se por representar os dados por um polindmio do terceiro
grau, assim pdde-se estimar o maximo de germinacdo, de acordo com a
curva polinomial de terceiro grau que foi atingido na temperatura de
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32,83°C.

Conclui-se que a temperatura ideal para o desenvolvimento micelial,
produgdo e germinagdo de conidios do complexo C. gloeosporioides
em frutos de palmeira jucara, quando avaliado os dados brutos, é de
28°C. Contudo ao observamos as curvas de regressdo verifica-se que a
temperatura ideal apresentou-se em 24,6°C; 24,46°C e 32,82°C para
0 IVCM, desenvolvimento micelial, producio e germinacao de conidios
respectivamente.

Quanto aos isolados, a Praia Almada demonstrou-se mais agressiva
seguida de Corcovado, Camburi e praia Brava respectivamente, ao
avaliar o crescimento micelial, enquanto que em rela¢do ao niimero de
conidios e a germinacdo ndo foi verificada diferenca significativa entre
eles.
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