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INTRODUCAO

Nos Ultimos anos o consumo de energia aumentou significamente e
consequentemente a oferta da mesma. Grande parte da energia produzida no mundo é
derivada de combustiveis fésseis, grande poluidor e emissor de gases de efeito estufa.
Os interesses pela producdo de biocombustiveis a partir de recursos renovaveis séo
varios, dentre eles a diminuicdo da alta concentracdo de gases derivados do petréleo e a
grande dependéncia do mercado externo para importacdo deste produto (URQUIAGA et
al., 2005).

Cerca de 40% da matriz energética brasileira € derivada de fontes renovaveis,
principalmente de fontes como a biomassa e as hidrelétricas. Esse fato é uma vantagem
significativa para o pais quando comparada a matriz energética mundial que possui média
de 13,8%. Desse total de renovaveis a maior porcentagem €é derivada da producao de
etanol e bagaco pela cana-de-actcar (MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2015).

E grande a expectativa mundial para producdo de biocombustiveis a partir de
biomassa. Os Estados Unidos e a Europa produzem grande parte do seu biocombustivel
a partir de culturas energéticas, mas ha grandes investimentos para obtencéo utilizando
material celuldsico j& que as culturas utilizadas como fonte energética competem com as
culturas de alimento nesses paises (STEPHANIE e CHRISTOPHE, 2014).

O Brasil, por ser um pais de clima tropical e subtropical, tem grande potencial para
a producdo de amilaceas e oleaginosas, culturas utilizadas para a producao de etanol e
biodiesel respectivamente. Paz et al., (2.000) ressalta a dimensao do territério brasileiro
com sua grande variedade de terras agriculturaveis, os diferentes tipos de clima e solo,
além de um potencial hidrico elevado que em conjunto favorecem a produtividade de
varios tipos de culturas.

Os Estados Unidos é o maior produtor mundial de etanol e obtém o biocombustivel
a partir da cultura do milho, e, ha alguns anos, intercala com o Brasil a posicdo de maior
exportador do biocombustivel. O Brasil utiliza para a producdo desse biocombustivel a
cana-de-acglcar. No ano de 2014 os Estados Unidos lideraram o mercado de exportagédo
em um momento que o0s brasileiros padeceram de uma crise severa da seca fazendo
diminuir a venda em mais de 50% para o mercado externo. No ano de 2015, o Brasil

novamente recupera a lideranca. Nesse contexto, o etanol, em virtude da crescente
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valorizacédo do délar nos Estados Unidos se tornou mais caro no mercado internacional
(PARKER, 2015). Partindo desses pressupostos, Cabello (2006) destaca que apesar de o
milho consumir muita energia para os processos de hidrdlises, unidades processadoras
do grdo operam durante os 12 meses do ano podendo diversificar com outros materiais
na lavoura e permitindo, dessa forma, a geracao de diversos produtos além do etanol,
farinhas, amidos, dleos e outros.

No Estado do Mato Grosso existem trés usinas (USIMAT, LIBRA E PORTO
SEGURO) de cana de acucar que produzem etanol de milho durante a entre safra. No
periodo da dltima safra, as trés usinas juntas produziram 114 milhdes de litros de etanol
de milho. Ja existe prospecc¢ao de novas usinas flex estarem em funcionamento no estado
em 2017 (ONDEI, 2016).

As vaérias formas de utilizacdo do milho faz com que o0 mesmo cres¢ca no que se
refere aos seus aspectos econdmicos. O maior consumo deste cereal se deve a
alimentacdo animal que constitui cerca de 70% no mercado mundial. Além do consumo
humano e animal, o milho é comercializado para industrias de alta tecnologia (GANEM,
2013).

Com toda prospeccdo para o agronegocio, o milho € uma das culturas mais
cultivadas pela agricultura familiar, tanto para o préprio consumo como para vendas em
comércio local. A soja com maior vantagem no mercado internacional devido as suas
caracteristicas de commodity, enquanto a milho prioriza o abastecimento do mercado
interno.(SALLA, 2010). Segundo a CONAB (2016) a area brasileira de producédo de milho
devera atingir no ano corrente 15.746,5 mil hectares, representando um aumento de 0,3%
em relacdo ao ano passado, isso reunindo a primeira e segunda safra.

A producao do milho nos Estados Unidos é mais que o dobro do que é produzido
no Brasil. Enquanto nos Estados Unidos o rendimento médio da cultura é de 8.0000 kg
ha no Brasil esse rendimento chega a 3.900 kg ha™. Um dos fatores que determinam
esse baixo rendimento é a falta de investimento em alta tecnologia, bem como a falta de
assisténcia técnica e alteracdes climaticas (CONAB, 2014). Outro fator que interfere na
produtividade do milho é o fato dessa cultura ser susceptivel ao ataque de varios tipos de
patdogenos, como bactérias, fungos, virus, protozoarios e nematoides. Nerbass et al.,
(2008) afirmam que por serem responsaveis por causar problemas de germinacéo,
podridées na base do colmo e nas raizes, além de causar emergéncia em plantulas, os
fungos s&o os principais microrganismos transmitidos via sementes.

Os pesticidas, ao longo de muitas décadas, constituem o meio mais utilizado para o
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controle de doencas. Aléem de trazer consequéncias graves ao meio ambiente, leva ao
desenvolvimento de organismos resistentes (SOYLU et al.,, 2010). Esses produtos
guimicos assumem papel de destaque na contaminacdo de agua superficial e subterraneo
no Brasil devido a sua grande utilizacdo nas lavouras pelos agricultores (FERNANDES
NETO e SARCINELLI, 2009).

Sousa et al., (2012) ressaltam que como estratégia para o futuro pode-se destacar
a descoberta de métodos que fazem com que a planta se auto proteja contra patégenos,
ativando assim seu mecanismo de defesa ao invés da utilizacdo de defensivos agricolas
gue poderiam trazer maleficios aos consumidores e ao meio ambiente.

No entanto, pesquisadores buscam plantas, como as medicinais, por se
configurarem novas fontes promissoras para atuarem no controle de patégenos em
plantas e sementes. Os Oleos essenciais, extraidos de vegetais, surgem como um destes
agentes de estudos no controle de fungos patogénicos, onde se busca um método de
controle mais barato que seja menos agressivo as culturas, ao ambiente e a saude
humana. Pesquisas sdo realizadas em sistema in vitro e in vivo verificando a resposta do
crescimento dos fungos na presenca do 6leo. Assim, o método de controle utilizando
Oleos essenciais se tornara uma forma rentavel para o pequeno e médio agricultor que
deseja comercializar um defensivo economicamente mais barato e sem a presenca de
agentes quimicos, potencialmente maléficos ao meio ambiente.

Os oleos fixos sdo misturas de substancias lipidicas, geralmente proveniente de
sementes, pouco estaveis na presenca de luz, calor e ar, além de pouco sollveis em
agua e sendo substancias ndo volateis. Ainda séo incipientes os estudos em relacdo a
esses 0Oleos. Os Oleos essenciais sdo misturas de substancias de baixo peso molecular,
volateis e lipofilicas, além de na maioria das vezes serem constituidos de moléculas de
natureza terpénica (BETTIOL e MORANDI, 2009), e emitem assim uma comunicacao
guimica com as plantas, fazendo com que as mesmas se protejam de agentes
causadores de moléstias fangicas (SAITO e SCRAMIN, 2000). Segundo Stadnik e
Talamini (2004), os metabdlitos dos vegetais podem agir de trés diferentes formas: como
acao antimicrobiana, agindo diretamente sobre o patégeno; estimulando o mecanismo de
defesa da planta ou como bioestimulante provocando o crescimento da planta.

Os oOleos essenciais possuem metabdlitos secundarios que ndo sao substancias
efetivamente essenciais a vida do vegetal, mas sdo substancias que conferem maior e
melhor sobrevivéncia ao mesmo (SANTOS,1999). Os fatores genéticos dos vegetais sao

responsaveis por nortearem a sintese de metabolitos secundarios nos vegetais. A reacao
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dessa carga genética € influenciada por fatores bidticos (microrganismos, insetos e
plantas) e fatores abidticos (temperatura, umidade, luz e estresse hidrico) que podem
levar situacbes de estresse ao vegetal fazendo-o assim, produzir essas substancias de
defesa (BETTIOL e MORANDI, 2009).

As plantas, principalmente as ndo domesticadas, ao produzir seus metabdlitos
secundarios conseguem sobreviver na natureza devido a agédo de sintetizar sua prépria
fonte de defesa contra o ataque de patégenos. Isso mostra que 0 uso desses compostos
como controle alternativo utilizados na agricultura pode ser de grande importancia para o
cultivo de espécies, como o milho, que é vulneravel a varios tipos de doencas e que com
o controle maior destas, podera ter maior produtividade para o setor econémico, inclusive
ao de biocombustivel. Nessa perspectiva o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de
Oleos fixos e essenciais no controle de doencas causadas por fungos em sementes e

plantas de milho.
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Resumo
Objetivou-se com este trabalho avaliar a eficacia de oOleos fixos e essenciais, em
diferentes concentracdes, no controle de fungos fitopatogénicos do milho. As sementes
foram tratadas com concentracdes de 5% e 20% de seis tipos de oleos fixos (andiroba,
buriti, macauba, mamona, copaiba e neem) e trés tipos de 6leos essenciais (capim-limao,
citronela e noni), submetidas ao método do papel filtro (Blotter test) e colocadas em
camara de incubacdo com fotoperiodo de 12h. Foi realizada a verificacdo da
patogenicidade através da inoculacdo de fungos em plantulas de milho. Para o teste de
fitotoxidez utilizou-se diferentes concentracdes de 6leo de noni aplicadas em plantulas de
milho. O crescimento micelial foi avaliado em intervalos de 48h durante dez dias apos
serem aplicados diferentes concentracbes de Oleo de noni. Constatou-se a
patogenicidade nas plantulas de milho para os fungos: Fusarium sp., Curvularia sp. e
Exserohilum sp. O Oleo essencial de noni foi 0 mais promissor entre os demais utilizados,
sendo eficiente no controle de fitopatégenos. O 6leo de noni foi fitotoxico as plantulas em
concentragfes maiores que 1%. Este 6leo aplicado nas sementes inibiu significativamente
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a germinacao a partir da concentracdo de 1,25%. O crescimento micelial diminui & medida
gue se aumentou as concentragdes de 6leo de noni.
Termos para indexacgdo: Controle alternativo. Fitopatogeno. Sanidade de sementes.
Zea mays.
1 INTRODUCAO

No Brasil, o milho é um cereal que apresenta alto potencial de producdo, mas o
seu rendimento no pais ainda é baixo levando em consideracdo o potencial e a
importancia que a cultura apresenta, sendo fundamental um aperfeicoamento dos
sistemas de produc¢éo (CRUZ et.al., 2010).

A infeccdo de fungos em sementes é um dos principais fatores que leva a baixa
produtividade de varias culturas, em virtude da ocorréncia de podriddes radiculares,
caulinares e nas sementes, além de causarem também a morte de plantulas em pré e
pés-emergéncia. As sementes constituem-se o meio mais eficiente de abrigo, transporte e
disseminacdo dos patégenos e estdo diretamente envolvidas no ciclo de vida desses
agentes causadores de doencas (SILVA et al., 2014).

Produtos alternativos como os 6leos essenciais tém sido bastante estudados para
o controle de patdgenos em plantas, e tem se mostrado bastante eficazes (CAMATTI-
SARTORI et al., 2011).

Os 6leos essenciais tém apresentado em pesquisas grande potencialidade no
controle de fitopatdgenos, procurando assim diminuir a incidéncia desses microrganismos
patogénicos que causam prejuizos, tanto na agricultura quanto na industria alimenticia
(BAKKALI et al., 2008), e atuam no controle de patdégenos causadores de doencas em
plantas devido suas propriedades fungitoxicas (SEIXAS et al., 2011).

Pesquisas sobre a eficiencia dos Oleos fixos como controle alternativo sao

incipientes. BETTIOL e MORANDI (2009) destacam que os 06leos fixos sdo misturas de
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substancias lipidicas, geralmente proveniente de sementes, pouco estiveis na presenca
de luz, calor e ar, além de pouco sollveis em &gua e os 6leos essenciais sdo misturas
complexas de substancias lipofilicas, com baixo peso molecular, proveniente de plantas
aromaticas, condimentares e medicinais. Muito presente nas folhas e frutos desses
vegetais, os Oleos esséncias possuem como principal caracteristica a volatilidade,
diferenciando-se assim dos 6leos fixos que ndo sao volateis.

Os estudos visando a reducdo da incidéncia de patégenos por meio de métodos
alternativos em substituicdo aos produtos quimicos se tornam de grande importancia para
0s pequenos e médios produtores de milho, pois o uso de 6leos essenciais além de ser
um método mais barato é também importante na preservacdo da saude dos
consumidores que deixam de utilizar alimentos contaminados por produtos téxicos
(COITINHO et al., 2010). Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar a
eficacia de Oleos fixos e essenciais no controle in vitro de fungos fitopatogénicos
associados as plantas de milho.
2.MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de Fitopatologia da Universidade
Federal do Tocantins-Campus Universitario de Gurupi, utilizando-se sementes de milho
tipo criolo para os ensaios com aplicacéo de diferentes concentracdes de 6leos essenciais
diretamente sobre as sementes. Estas foram obtidas na feira comercial de lotes de cinco
agricultores do municipio de Gurupi-TO, no ano de 2015. Antes da realiza¢do dos ensaios
as sementes foram misturadas e em seguida selecionadas. Foram utilizadas também
sementes de milho (hibrido 30F53YH) tratadas com fungicida para os testes de
patogenicidade e fitotoxicidade. Os 0Oleos essenciais utilizados - capim-limao
(Cymbopogon citratus); citronela (Cymbopogon nardus L.); noni (Morinda citrifolia L.) -

foram obtidos a partir de plantas coletadas no municipio de Gurupi, Estado do Tocantins
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e, em seguida, foram extraidos pelo método de hidrodestilacdo. Os 6leos fixos de buriti
(Mauritia flexuosa), macauba (Acrocomia aculeata), andiroba (Carapa guianensis Aubl.),
mamona (Ricinus communis L.), copaiba (Copaifera langsdorfii), neem (Azadirachta indica
A. Juss) foram obtidos em feira comercial da cidade de Araguatins, Estado do TO.

2.1 Efeitos de 6leos fixos e essenciais no controle de fitopatdbgenos e na
germinacdo de sementes de milho

Adotou-se o delineamento inteiramente casualisado em esquema fatorial 9x2+1,
sendo constituido por 6leos x concentragBes + testemunha (sementes ndo tratadas). Foi
avaliado o efeito dos seis tipos 6leos fixos e dos trés tipos de 6leos essenciais em duas
concentracdes (5% e 20%) e quatro repeticoes.

No ensaio utilizou-se o método do papel filtro (Blotter test). As caixas de gerbox
foram previamente esterilizadas com solucdo de hipoclorito a 1% e forradas com duas
folhas de papel filtro esterilizado e umedecido com agua destilada. . As sementes foram
tratadas em 5 mL da solucdo de 6leo, sendo este dissolvido em agua com Tween 80
(1%). Foram utilizadas oito caixas gerbox por tratamento, sendo que cada unidade
recebeu 25 sementes. Cada repeticao foi considerada 50 sementes (duas caixas gerbox)
totalizando 200 sementes por tratamento. ApOs serem colocadas no gerbox foram
acondicionadas em camara de incubacéo sobre temperatura de 25°C durante sete dias e
expostas sob alternancia de luz 12 horas claro/12 horas escuro.

Apo6s o periodo de acondicionamento, as sementes foram analisadas quanto a
incidéncia fungica e a germinacéo. As analises foram realizadas utilizando-se microscépio
estereoscopio e, sempre que necessario, 0 microscopio Optico, além da consulta para

identificacdo dos fungos em manual especializado de BARNETT & HUNTER (2010).

[x/100
As médias obtidas em porcentagem foram transformadas em arco seno ¥ e

submetidas a analise de variancia (ANOVA) com aplicacéo do teste de Scott-Knott ao

11

ARTIGO SUBMETIDO PARA PUBLICACAO NO INFORMATIVO ABRATES



nivel de 5% de significancia por intermédio do programa ASSISTAT 7.7.
2.2 Patogenicidade da micoflora associada as sementes de milho
2.2.1 Obtencao e cultivo dos isolados

Os isolados de Fusarium sp., Exserohilum sp. e Curvularia sp. foram obtidos nas
sementes de milho incubadas, descrito no ensaio anterior. Apds sete dias foi retirada
parte do micélio de cada fungo e colocado em meio de cultura BDA (batata, dextrose e
agar). As placas de Petri (90 mm), com o isolado, ficaram acondicionadas em camara de
incubacdo por 15 dias até o crescimento micelial atingir a borda da placa, com
temperatura média de 25°C e fotoperiodo de 12h de luz.
2.2.2 Teste de patogenicidade

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualisado com trés repeticdes. Apds o
desenvolvimento das colbnias fungicas, adicionou-se 10 mL de agua destilada
esterilizada, em cada placa. Posteriormente, com auxilio de um pincel de cerdas macias
foi realizado o desprendimento do micélio, a solucdo foi filtrada em gaze e os conidios
foram quantificados em camara de Neubauer onde os valores encontrados foram
ajustados para a concentracdo de 10° As suspensdes foram aplicadas, com um
borrifador manual, em plantulas de milho com trinta dias apés o plantio. Apds a aplicagao,
os vasos foram mantidos em camara Umida e escura por um periodo de 48h e, apds esse
periodo, as plantulas foram mantidas em condi¢cdo ambiente por sete dias.

Fragmentos com partes das lesdes encontradas foram desinfestados no alcool (50%)
durante 30s, hipoclorito (1%) durante 40s, lavado em trés recipientes com agua
destilada/esterilizada e, em seguida, colocado em meio de cultura BDA. As placas foram
vedadas com papel filme, identificadas e depois levadas a camara de incubacéo por um
periodo de sete dias, visando assim, cumprir os postulados de Koch.

2.3 Fitotoxicidade do 6leo essencial de noni as plantulas de milho
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Sementes de milho foram semeadas em vasos de polietileno constituido de quatro
repeticdes. A solucdo do Oleo a ser aplicada foi de 10 mL, sendo 0 mesmo dissolvido em
agua com Tween (80). O delineamento utilizado foi o inteiramente casualisado com cinco
tratamentos (concentragfes de 1; 2; 3; 4 e 5%) e trés repeticbes. Apds 30 dias da
semeadura a solucédo foi aplicada nas folhas das plantulas de milho com auxilio de um
borrifador, e a analise do efeito fitotoxico do 6leo no milho foi realizada 48h apo6s a sua
aplicacgéo.

Para a avaliacdo da fitotoxidade utilizou-se a escala adaptada de Dequech et al.
(2008), Freitas et al. (2009) e Cogliatti et al. (2011): 0= para auséncia de fitotoxidade; 1-
25= leve clorose ou inicio de necrose nas folhas das plantulas; 26- 50= clorose ou
necrose média nas folhas das plantulas; 51-75=alta clorose ou alta necrose nas folhas
das plantulas; 76 -100= murcha e ressecamento da planta.

Devido os altos indices de fitotoxidez proporcionados pelas concentracdes de 1% a
5%, realizou-se novo teste, da mesma forma como descrita para o anterior, sé que com
concentracfes menores na ordem de 0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25 e 1,5%.

2.4 Efeito do tratamento de sementes de milho com doses crescentes de 0leo
essencial de noni sobre o controle de fitopatégenos e germinacao

O ensaio foi realizado utilizando-se o delineamento inteiramente casualisado com
sete tratamentos (concentracdes de 6Oleo essencial de noni: 0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0;
1,25 e 1,5%) e quatro repeticoes.

Sementes do milho criolo foram incubadas pelo método do papel-filtro (Blotter test)
e utilizou-se por amostra, oito caixas gerbox onde foram distribuidas 200 sementes apos
estas serem tratadas em 5 mL das referidas concentragfes do 6leo essencial de noni. O

oleo foi dissolvido em agua com Tween 80 (1%). Cada unidade experimental recebeu 25
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sementes e para a avaliacdo estatistica foram consideradas duas unidades (50 sementes)
como uma repeticdo. As caixas foram previamente esterilizadas com solugdo de
hipoclorito a 1%, forradas com duas folhas de papel filtro esterilizadas e umedecidas com
agua destilada, e apds receberem as sementes foram acondicionadas em camara de
incubagé&o com temperatura de 25°C, durante sete dias sob alternancia de luz 12/12 h.

Passado o referido periodo de acondicionamento, as sementes foram analisadas
guanto a incidéncia fungica, apés a aplicagdo dos tratamentos, e a germinacéo utilizando-
se microscépio estereoscédpico, e quando necessario o microscopio 6ptico, além da
consulta para identificagdo em manual especializado (BARNETT & HUNTER, 2010). Os
dados em porcentagem foram submetidos a regressdo de funcdo quadratica e foi
calculado o coeficiente de determinagéo utilizando-se o programa SigmaPlot 10.0.

2.5 Inibicdo do crescimento micelial de Fusarium sp., Exserohilum sp. e Curvularia
sp. utilizando diferentes concentracdes do 6leo de noni

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualisado onde foram empregados oito
tratamentos com trés repeticbes. Os tratamentos foram as concentracbes do Oleo
essencial de noni na ordem de 0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25 e 1,5%.

Em camara de fluxo foi feito uma aplicacdo de 100uL ou 0,1mL de cada
concentracdo do 6leo em placas de Petri contendo meio BDA. Com auxilio de uma alca
de Drigalsky a solucgéo foi espalhada em cada placa e, em seguida, discos de micélio de 6
mm dos isolados de Fusarium sp., Exserohilum sp. e Curvularia sp. foram transferidos
para o centro de cada placa. As placas foram vedadas com papel pvc e identificadas com
eixos Norte-Sul para facilitar a medicao e obtencdo da média do crescimento radial do
micélio. Em seguida, foram acondicionadas em camara de incubacdo com fotoperiodo de
12/12h e a 25°C durante 10 dias.

Com o auxilio de um paguimetro o crescimento do micélio foi avaliado durante dez
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dias em intervalos de 48h, obtendo-se a média dos dois eixos ortogonais das placas. No
programa computacional SigmaPlot 10.0 os dados foram submetidos a regresséao linear
gue foi a equacao que melhor se ajustou, calculando-se o coeficiente de determinacao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeitos de 6leos fixos e essenciais no controle de fitopatdgenos e germinacao
de sementes de milho

Houve diferenca significativa entre os fatores para a germinacdo e para a
incidéncia dos fungos Aspergillus sp., Penicillium sp.e Fusarium sp. Para os fungos
Rhizopus sp, Exserohilum sp e Curvularia sp. ndo houve diferenca significativa entre os
fatores e também em relacdo a testemunha. A maioria dos Oleos essenciais,
apresentaram diferencas significativas em relacéo aos 6leos fixos e a testemunha (Tabela
01). A andlise das sementes de milho revelaram a presenca dos fungos dos géneros
Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Fusarium, Exserohilum e Curvularia. Os trés ultimos
apresentaram-se patogénicos as plantas de milho no teste de patogenicidade. Os trés
primeiros sao considerados na maioria das vezes como fungos contaminantes ou fungos
de armazenamento, podendo causar danos as sementes mesmo antes de serem
semeadas.

Todas as sementes tratadas com 6leos fixos a concentracao de 5% apresentaram
além de grande incidéncia dos contaminantes Aspergillus sp. e Penicillum sp., também
ocorréncia de Fusarium sp. que foi o género fitopatogénico encontrado em maior
guantidade em todas as analises. O 6leo de neem e de noni foram os dois que
apresentaram melhor controle para esse fungo a essa concentracdo. Em 1% das
sementes tratadas com 6leo de copaiba apresentaram incidéncia da espécie Curvularia
sp. € a mesma quantidade, tratadas com Oleo de buriti, apresentaram a espécie

Exserohilum sp. No 6leo de andiroba, as sementes também mostraram a presenca do
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género Exserohilum em 0,5% do total de sementes analisadas, comprovando-se assim
gue esses Oleos, a concentracdo de 5%, foram ineficazes no controle desses
fitopatdgenos. Na literatura h& poucas informacBes sobre a acdo de oOleos fixos no
controle de fungos em sementes e plantulas de milho.

As sementes tratadas com o Oleo essencial de citronela e capim-limado nas
concentracfes de 5% nado controlaram a incidéncia de Fusarium sp. De acordo com
Guimaraes et al. (2011) e Combrinck et al. (2011), o 6leo essencial de capim-liméo
possui compostos com comprovada acao fungitoxica por possuir substancias como o
citral e o limoneno. Ao investigar a agdo do 6leo de citronela no cafeeiro constatou-se
uma eficacia sobre o controle dos fungos Hemileia vastatrix e Cercospora coffeicola com
respectivamente 47,2% e 29,7% de eficiéncia. Assim, além de controlar a ferrugem e
cercosporiose, doencas causadas por fungos, o 6leo promoveu um aumento de quitinase
e peroxidase nas mudas da cultura.

O dleo essencial de noni obteve um melhor efeito na inibicdo para todos os tipos de
fungos. As sementes tratadas com esse 0leo, a 5%, apresentaram 2,5% para Aspergillus
sp. e 2,0% para Fusarium sp., ndo encontrando mais nenhum outro tipo de fungo nas
sementes com esse tratamento.

Os géneros Exserohilum e Curvularia apareceram em algumas sementes tratadas
com Oleos fixos a 5% e a 20%, assim, esses 6leos demonstram ineficiéncia para o
controle desses fitopatbgenos. E nesta maior concentracdo, esses O6leos, também
apresentaram incidéncia de Fusarium sp. e diferiram da testemunha.

Os Oleos essenciais de citronela e noni, na concentracdo de 20% ndao
apresentaram nenhum tipo de fungo. Brito et al. (2010) obtiveram por meio de ensaios,
respostas positivas para sementes de milho tratadas com 6leo essencial de citronela em

concentracOes de 5, 10 e 15%, e afirma que as mesmas apresentaram baixa infestacao
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para Aspergillus sp., com destaque para a dose de 15%, e as doses de 10 e 15%
reduziram drasticamente a 0% a incidéncia dos fungos Fusarium sp. e Penicillium sp.
Pereira et al. (2011) observou por meio de ensaios em plantas de café que o Oleo
essencial de capim citronela reduziu a incidéncia e a severidade da cercosporiose. Para a
mesma concentracdo de 20%, no tratamento com 6leo essencial de capim-liméo, foram
identificados Penicillium sp. e Fusarium sp. em 0,5% das sementes. Porém, esses trés
Oleos essenciais a essa mesma concentracdo ndo apresentaram diferenga significativa
entre si, para o efeito da inibicdo de todos os fungos, mas apresentaram diferenca
significativa em relagcédo a todos os outros tipos de 6leos.

Sobre a germinacdo das sementes, houve diferenca entre os fatores e a
testemunha. Para os tratamentos com os 6leos de andiroba, copaiba, neem e capim limao
a 5%, nao houve diferenca significativa. Dos 6leos fixos, o que apresentou menor valor foi
o de macauba com 74.5% de germinacdo. A germinacdo das sementes, tratadas com
Oleo de citronela e noni apresentaram o menor valor entre todos, 59,5% e 57,5%
respectivamente, apresentando diferenca significativa em relacéo a todos os outros 6leos.

As Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 1992- adapt. BRASIL, 2009)
exigem padrdes oficiais superiores a 80% de germinagdo para que as sementes se
tornem viaveis para a comercializagdo. Dos tratamentos com 0s 6leos essenciais 0 Unico
gue apresentou germinacgdo viavel, segundo os padrdes da RAS, foi o de capim-liméo,
embora este ndo tenha sido eficiente na reducéo do Fusarium sp. a concentracdo de 5%.

Para todos os 0leos fixos a concentracdo de 20% a germinacdo atendeu o minimo
de 80% estabelecidos pela RAS. Os Oleos essenciais na concentracdo de 20%
apresentaram valores muito baixos para a germinacdo da semente. Souza Filho et al.
(2009), verificaram em seus estudos o efeito alelopatico sobre a germinacdo das

sementes, utilizando diferentes tipos de Oleos essenciais, e ressaltam que o efeito dessa
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alelopatia variou em funcéo da concentragcdo. O tratamento com o 6leo de citronela, além
de inibir o aparecimento de qualquer tipo de fungo nas sementes, teve apenas 11,5% de
germinagéo, e o de capim-liméo teve 7% de suas sementes germinadas. O 6leo essencial
de noni inibiu em 100% a germinacdo das sementes, assim como 0 surgimento de
gualquer microrganismo. Constatou-se entdo que, em maior concentracdo, o efeito dos
Oleos essenciais causou maior inibicdo, tanto do crescimento dos fungos quanto na
germinacdo das sementes. As concentracfes de 20% para os trés tipos de Oleos
essenciais utilizados neste trabalho afetou significativamente a germinagao das sementes,
ndo atingindo o valor minimo de 80% exigida pela RAS.

3.2 Patogenicidade da micoflora associada as sementes de milho

Depois de um periodo de 48h, e apds a pulverizacdo dos fitopatdgenos nas folhas
ja foi possivel observar sintomas provocadas pelos fungos Curvularia sp. e Exserohilum
sp. Num periodo de sete dias, todas as plantulas apresentaram sintomas caracteristicos
das doengas causadas pelos fungos inoculados (Figura 01).

Folhas inoculadas com o isolado do fungo Exserohilum sp, apresentaram lesdes
necroticas da cor de palha; as folhas pulverizadas com conidios de Curvularia sp,
mostraram pequenas lesdes elipticas necroticas por todo o limbo, e as inoculadas com
Fusarium sp apresentaram podriddo no caule e tombamento. Dessa forma, comprovou-se
gue os trés géneros se apresentaram patogénicos as plantulas de milho.

Uma doenca foliar pode deixar a planta mais susceptivel para um patégeno que
causa doencas no colmo. De acordo com Brito (2008) as doencas fungicas que provocam
destruicdo foliar causam prejuizos ao processo de nutricdo da planta durante a
fotossintese, pois impedem a absorcdo de luz e a translocacdo de fotoassimilados,
provocando assim sérias complicacdes em outros 6rgdos do vegetal. A planta necessita

de fotoassimilados suficientes para a manutencdo dos tecidos e quando ndo produzem
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essa quantidade, deixam os tecidos da base do colmo e da raiz mais propensos a
doencas (TOLLENAAR et al., 1994).
3.3 Fitotoxicidade do 6leo essencial de noni as plantulas de milho

Para o teste de fitotoxidez com concentracbes de 1% a 5%, com excecdo das
plantulas com concentracdo de 1%, todas as outras apresentaram aspectos de clorose e
necrose no limbo das folhas, além de tombamento. Esses aspectos aumentaram
gradativamente com o aumento da dose do 6leo aplicado em cada plantula (Tabela 02).
Brito et al. (2010) destaca que em seus experimentos utilizando 6leos essenciais volateis
de citronela e eucalipto (Eucalyptus citriodora) em concentracfes de 5; 10 e 15% para
avaliar a fitotoxidade em plantulas de milho, verificaram que os sintomas aumentaram em
fungéo do aumento das concentragoes.

Para as plantulas com concentracdo de 1% do Oleo, as folhas pareciam ter
apresentado aspectos de clorose muito leve. Os resultados obtidos nesta avaliagao
serviram de parametros para a avaliagdo com outras doses desse 6leo, menores daquela
gue causou menor fitotoxidez.

Para o teste de fitotoxidade, utilizando doses de 0,1 a 1,5%, observou-se que
houve sintomas de fitotoxidade apenas nas plantulas onde foram aplicadas as
concentracOes de 1; 1,25 e 1,5%. Para as trés concentracdes, as plantulas apresentaram
alta necrose no caule a ponto de levar ao tombamento.

3.4 Controle de fitopatégenos e germinacdo de sementes de milho utilizando
diferentes concentracfes de Gleo essencial de noni

Diante das andlises das sementes constatou-se a presenca dos fungos Aspergillus
sp., Penicillium sp, e Rhizopus sp., que sao considerados fungos contaminantes ou de
armazenamento, e Fusarium sp., e Curvularia sp., patogénicos na cultura do milho (Figura

02). De acordo com Franca et al. (1992) um dos principais fatores que determinam a

19

ARTIGO SUBMETIDO PARA PUBLICACAO NO INFORMATIVO ABRATES



incidéncia dos fungos em sementes e grao é o fator climatico.

O fitopatdogeno Curvularia sp., apresentou-se em apenas 0,5% das sementes
tratadas com a menor concentracdo (0,1%). Em nenhum outro tratamento e também na
testemunha n&o houve incidéncia desse fungo, o que inviabilizou avaliar a eficiéncia das
concentracfes do 6leo em escala progressiva do para o controle do mesmo. Fusarium sp.
foi o fungo fitopatogénico de maior ocorréncia nas sementes deste ensaio. Todos 0s
tratamentos apresentaram uma reducdo na incidéncia desse patdgeno em relacdo a
testemunha. Os resultados em geral revelam efeitos positivos dos tratamentos sobre o
controle, tanto de fitopatdégenos, quanto de contaminantes, a medida que se aumentou a
concentracdo dos Oleos. Algumas pesquisas com 0 mesmo tipo de tratamento
apresentam resultados bem diversificados.

Pode-se afirmar a eficiéncia do 6leo essencial de noni neste bioensaio, atuando de
forma a diminuir a ocorréncia de fitopatdogenos, principalmente de Fusarium sp. que foi 0
gue apresentou maior incidéncia nas sementes. Os resultados, para este ensaio, revelam
gue a concentracao de 1,5% foi a mais eficiente para todos 0s géneros.

Todas as concentracdes utilizadas como tratamento para as sementes de milho
revelaram valores menores de germinacdo em relacdo a testemunha, porém, a
germinacao foi mais afetada na concentracdo de 1,5%, apresentando esta 75,5% de
sementes germinadas e, assim, ndo atendendo o minimo estabelecido pelas RAS. A
regressao quadratica apresentada no grafico (Figura 02) demonstra que com 0 aumento
das concentracdes a tendéncia foi a diminuicdo da germinacao das sementes.

As sementes sao grandes transmissoras de patdgenos para as plantas, por esse
motivo, o tratamento realizado nas sementes para combater os patégenos associados é
de grande relevancia para uma melhor e maior produtividade das culturas. Neergaard

(1979) destaca que mais de 50% das doencas nas plantas sdo causadas por transmissao
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via sementes e, com isso, o controle dos patdégenos da cultura pode impactos possibilitar
uma reducéo significativa na utilizacdo de produtos quimicos, minimizando os

causados por eles ao meio ambiente.

3.5 Inibicdo do crescimento micelial de Fusarium sp., Exserohilum sp. e Curvularia
sp. utilizando diferentes concentracdes do 6leo de noni

Para quase todas as concentragcfes o crescimento micelial foi menor em relagcéo a
testemunha e a concentracéo de 1,5% foi a mais eficiente no controle dos trés patégenos.

Observou-se que os tratamentos com maiores concentragdes do 6leo essencial de
noni tiveram melhor efeito sobre o crescimento micelial dos isolados de Fusarium sp.,
Exserohilum sp. e Curvularia sp., com excecdo da concentracdo de 0,5% para
Exserohilum sp., que obteve maior crescimento em relacéo a testemunha (Figura 03).

De acordo com Moura et al. (2014) pesquisas com 06leos essenciais e extratos
bruto obtido a partir de plantas da flora nativa vem demonstrando potencial no controle de
fitopatdgenos pela sua agdo fungitdxica, inibindo assim, o crescimento micelial e a
germinacdo de esporos, o que pode ser causado pela inducéo de fitoalexinas. Para
Purkayastha (1995) as fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios e antimicrobianos que
séo capazes de inibir a acdo de fungos patogénicos e sédo produzidas pela planta quando
a mesma passa por estresses quimicos, fisicos ou biolégicos.

4 CONCLUSOES

O 6leo essencial de noni foi o que mais se destacou para o controle de
fitopatdgenos.

Os fungos Fusarium sp., Curvularia sp. e Exserohilum sp. foram patogénicos as
plantulas de milho.

O O6leo de noni apresentou-se fitotoxico para as plantulas de milho em

concentracdes a partir de 1%. e em concentracdes de 0,1% a 1,5% se mostrou eficiente
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no controle de Fusarium sp quando aplicado diretamente sobre as sementes.

A inibicdo do crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos foi proporcional ao
aumento das concentracdes do éleo essencial de noni.
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Tabela 01: Médias estatisticas da incidéncia de fungos presentes em sementes de milho (Zea mays) e germinacdo das sementes
tratadas com concentragéo de 5,0% e 20,0% de 6leos fixos e essenciais. Gurupi -TO, 2015

Incidéncia de Fungos e Germinagao (%)

Aspergillus sp. Penicillium sp.  Fusarium sp.  Rhizopus sp. Exserohilum sp. Curvularia sp. Germinacgao

[10leo 5,00% 20,00% 5,00% 20,00% 5,00% 20,00% 5,00% 20,00% 5,00% 20,00% 5,00% 20,00% 5,00% 20,00%

Andiroba  6,3eB 22,0cA 78,5bA 69,0bA 12,0bA 20,5bA 1,5aA 0,0aA 0,0aA 1,0Aa 0,0aA 0,5aA 96,5aA 80,0bB
Buriti 17,0cB 31,0bA 68,0bA 67,5bA 31,5aA 20,0bA 1,5aA 0,0aA 1,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 88,0bA 84,5bA
Copaiba  31,0bA 17,0cB 77,5bA 68,5bA 16,5bA 9,0bA 0,5aA 0,0aA 0,0aA 0,5aA 1,0aA 0,5aA 91,0aA 86,0bA
Macauba 13,0dA 12,0dA 70,5bB 83,5aA 12,0bA 17,5bA 2,5aA 1,5aA 0,5aA 0,5aA 0,0aA 0,0aA 74,5cA 82,0bA
Mamona  7,5dA 11,5dA 89,5aA 88,0aA 34,0aA 6,0cB 55aA 25aA 0,0aA 1,5aA 0,0aA 0,5aA 83,0bB 96,5aA
Neem 4,5eA 10,0dA 83,5aA 73,0bB 4,0cb 22,0aA 0,0aA 25aA 0,5aA 0,5aA 0,0aA 1,0aA 94,0aA 80,0bB
Capim-limdo 4,0eA 0,0/B 1,5cA 0,5cA 18,0bA 0,5dB 0,5aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 92,0aA 7,0cB
Citronela 81,5aA 0,0/B 1,5cA 0,0cA 31,5aA 0,0dB 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 53,5dA 11,50cB
Noni 2,5eA 0,0/B 0,0cA 0,0cA 2,0cA 0,0dA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 49,0dA 0,0dB
Testemunha 27,5 86,0 12,0 4,0 1,5 0,0 97,0

Média 18,6 115 52,27 41,11 179 10,6 1,3 0,7 0,2 0,6 0,1 0,3 80,1 58,44

CV% 22,82
*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Scott-

Knott (p<0,05)
o L [x/100
**Médias originais foram transformadas em arco seno de ¥ 26
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Figura 01: Lesbes necréticas de cor marrom causados por Exserohilum sp. (A), podriddo do caule
causada por Fusarium sp. (B) e pequenas lesdes elipticas causadas por Curvularia sp. (C)
representando os sintomas detectados em teste de patogenicidade

Tabela 02: Fitotoxidez em plantulas de milho em funcdo da aplicacdo de doses crescentes de 6leo
essencial de noni. Gurupi-TO, 2015

Concentracgdes Caracteristicas
0 (agua) Auséncia de fitotoxidade
0,1% Auséncia de fitotoxidade
0,25% Auséncia de fitotoxidade
0,5% Auséncia de fitotoxidade
0,75% Auséncia de fitotoxidade
1% 1- 25% leve clorose ou inicio de necrose nas folhas das plantulas
2% 1- 25% leve clorose ou inicio de necrose nas folhas das plantulas
3% 26- 50% clorose ou necrose média nas folhas das plantulas
4% 51-75% alta clorose ou alta necrose nas folhas das plantulas
5% 51-75% alta clorose ou alta necrose nas folhas das plantulas
—--— Aspergillus sp. y= -20,81x* -11,53x +56,81 R*=0,93
— — Penicillium sp. y=-79,44x" +21,95x +86,31 R’=0,99
Fusarium sp. y= -25,71x" +12,53 +15,83 R’=0,70
Rhizopus sp. y= -18,30x* +7,06x +12,40 R*=0,81
100 ——  Curvularia sp. y= -0,39x" +0,18x +0,20 R’=0,47
—— — Germinagdo y=-13x+4,8x + 88,32 R’=0,83
80 ‘g\: 0Tt~ --—@-_ .o ___0o_____
o

Incidéncia de fungos nas sementes e germinagao (%)

C oes de 6leos iais de noni (%)

Figura 02: Incidéncia de fungos e germinacdo de sementes de milho tratadas com diferentes
concentracdes de 6leo de noni (Morinda citrifolia L.)
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CAPITULO I

EFICIENCIA DO OLEO ESSENCIAL DE NONI (Morinda citrifolia L)
NO CONTROLE IN VITRO E IN VIVO DE Exserohilum turcicum NA
CULTURA DO MILHO
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Eficiéncia do 6leo essencial de noni (Morinda citrifolia L.) no controle da
mancha foliar causada por Exserohilum turcicum na cultura do milho
SILVAJ.C}; CARLOS,D.S*> LIMAF.S.0% LEAO,EU> VELOSO,R.A%
SANTOS,G.R*. YFTO, Povoado Santa Tereza, Km 05, Araguatins-TO,
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Resumo

Pesquisas com 0Oleo essencial de noni como método de controle alternativo para
doencas de plantas ainda séo escassas. Diante disso, o objetivo do trabalho foi
avaliar a eficiéncia desse 0Oleo essencial no controle de Exserohilum turcicum,
agente causal da mancha de Exserohilum na cultura do milho. No teste de
sanidade 400 sementes foram incubadas pelo método Blotter Test. Para o teste
de transmissibilidade foram retirados fragmentos de folhas lesionadas de
plantulas, colocados em meio de cultura BDA e levados a incubadora. Para a
verificacdo da patogenicidade foram realizados os Postulados de Koch. No teste
de fitotoxidez utilizou-se diferentes concentracdes de 6leo de noni aplicadas em
plantulas de milho. Conidios de E. turcicum foram submetidos a diferentes
concentracbes de Oleo de noni. No preventivo e curativo foi aplicado 6leo
essencial de noni antes e ap6s a inoculagdo dos conidios, respectivamente. Os
resultados revelaram a presenca dos fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium,

Rhizopus, Fusarium e Exserohilum nas sementes de milho. Foi confirmada a
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patogenicidade de E. turcicum e também a transmissdo desse fungo das
sementes para as plantulas de milho. As concentracdes a partir de 1% de Oleo de
noni foram fitotoxicas as plantulas de milho. A inibicdo da germinacdo dos
conidios foi proporcional ao aumento das concentracdes. A aplicacdo preventiva
do oOleo essencial de noni foi mais eficiente no controle da Mancha de
Exserohilum do que a aplicacao curativa.

Palavras chave: Controle alternativo. Plantas medicinais. Zea mays. Exserohilum

turcicum.

Abstract: Efficiency of essential oil of noni (Morinda citrifolia L.) in control of

corn leaf spot caused by Exserohilum turcicum
Keywords: Alternative control. Medicinal plants. Zea mays, Exserohilum turcicum

Research with essential oil of noni as an alternative control method for plants are
still rare diseases. Thus, the objective of this study was to evaluate the efficiency
of this essential oil in the control Exserohilum turcicum, causal agent of
Exserohilum spot in maize. In health test 400 seeds were incubated at Blotter Test
method. To test transferability were removed injured fragments of leaves of
plantlets placed on PDA culture medium and taken to the incubator. To check the
pathogenicity was performed Postulate Koch. In phytotoxicity test was used noni
oil different concentrations applied in maize seedlings. E. turcicum Conidia were
subjected to different noni oil concentrations. In the preventive and curative
essential oil was applied noni before and after inoculation, conidia, respectively.

The results revealed the presence of fungi of the genus Aspergillus, Penicillium,
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Rhizopus, Fusarium and Exserohilum in corn seeds. It was confirmed the
pathogenicity of E. turcicum and also the transmission of this fungus of seed for
corn seedlings. Concentrations from 1% noni oil were phytotoxic corn seedlings.
Inhibition of spore germination was proportional to the increase of concentrations.
Preventive application of essential oil noni was more effective in controlling
Mancha Exserohilum than curative application.

1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas anuais muito susceptiveis ao
ataque de fungos patogénicos transportados via semente, pelo fato dessa planta
ser uma espécie que apresenta duas fases de desenvolvimento: uma reprodutiva
e outra vegetativa (Cury et al.,, 2012). Fungos do género Exserohilum s&o
responsaveis por causarem doencas foliares, podendo ocasionar danos tantos
guantitativos como qualitativos (Pinto, 2004). O E. turcicum pode causar perdas
significativas, pois quando em épocas de epidemia pode atingir até 100% das
plantas (Ramathani et al., 2011)

O uso de pesticidas tem causado graves problemas ambientais e na saude
humana, elevando assim, a busca de produtos alternativos que substituam esses
compostos quimicos (Sarmento-Brum et al.,, 2014). Os Oleos essenciais tém
apresentado em pesquisas, grande potencialidade no controle de fitopatégenos,
procurando assim diminuir a incidéncia desses microrganismos patogénicos que
causam prejuizos tanto na agricultura quanto na indastria alimenticia (Bakkali et
al., 2008). Os oleos essenciais sao extraidos de partes vegetais e sdo formados
por mistura de substéncias volateis, lipofilicas e com baixo peso molecular,

existindo varios meétodos para sua extracao (Morais, 2009).
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O noni (Morinda citrifolia L.) pertencente a Familia Rubiaceae é uma planta
nativa da Malasia, Australia, india e sudeste da Asia, e tem crescido em muitas
regides do mundo, se tornando conhecida por todo o povo do mundo tropical.
Antigos viajantes polinésios levavam intencionalmente a fruta do noni para tratar
varias doencgas que atingiam pessoas da época: feridas, tumores, queimaduras,
irregularidades menstruais, entre outros (Gonzalez Lavaut, Nirda & Gonzalez
Lavaut, José A, 2003).

No entanto, alguns relatos utilizando o extrato desse vegetal e avaliando
seu efeito fungitéxico em plantas ja foram publicados, mas pesquisas
comprovando as potencialidades do 6leo essencial de noni no controle alternativo
de doencas em vegetais ainda sdo bastante escassos. Diante disso, 0 objetivo do
presente trabalho foi avaliar a eficiéncia do 6leo essencial de noni no controle da
mancha foliar de Exserohilum na cultura do milho.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal do Tocantins, Campus Universitario de Gurupi, utilizando-se
sementes de milho (tipo criolo) obtidas de lotes de cinco produtores presentes em
feira comercial, sendo produzidas no ano de 2015, no municipio de Gurupi-TO.
Estas sementes foram misturadas e depois utilizadas nos testes de sanidade e
transmissibilidade. Para os testes de patogenicidade, fitotoxicidade e preventivo e
curativo foram utilizadas sementes de milho (hibrido 30F53YH) tratadas com
fungicida.

Frutos maduros de noni, coletados na regido de Gurupi, foram lavados em

agua corrente, cortados em pequenos cubos e submetidos a extracdo de dleo
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essencial pelo método de hidrodestilacdo. Em um baldo de fundo redondo foram
colocados 200g de frutos maduros de noni. Em seguida, o baldo foi acoplado a
um destilador tipo Clevenger, por um periodo de duas horas. Apés a extracao, o
Oleo essencial foi coletado na forma de sobrenadante, depositado em frasco
ambar, identificado e armazenado a 4°C.

2.1 Sanidade de sementes de milho

Apoés a mistura das sementes adquiridas, estas foram incubadas em um
total de 400 sementes, pelo método do Blotter Test. O delineamento foi o
inteiramente casualisado (DIC) com oito repeticbes. Utilizou-se 16 caixas de
acrilico tipo gerbox previamente desinfestadas e forradas com papel filtro
esterilizado e umedecido com agua estéril. Para cada repeticdo foram
consideradas duas caixas de gerbox. Todo o material foi acondicionado em
camara incubadora sob temperatura de 25°C durante sete dias, com foto periodo
12h de luz.

As analises foram realizadas utilizando-se microscopio estereoscopio e
optico, além da consulta para identificagcdo dos fungos em manual especializado
de Barnett & Hunter (2010), sendo s dados apresentados em porcentagem.

2.2 Transmissibilidade semente-plantula de Exserohilum turcicum

O delineamento foi o DIC com 04 repeti¢cdes. O substrato foi constituido de
uma mistura de areia fina lavada e latossolo vermelho-amarelo na proporcao de
1:1 que foi submetido a desinfestacdo por solarizacdo durante sete dias. Em
seguida, um total de 400 sementes foram semeadas em oito bandejas contendo o
substrato. A umidade foi mantida por meio de irrigacfes diarias. No periodo de

trinta dias foi realizada a contagem da germinacdo em cada bandeja e amostras
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de folhas com manchas foram retiradas. Apos a assepsia com alcool (70%),
hipoclorito (1%) e agua destilada/esterilizada (D/E) os fragmentos das folhas
foram incubados em meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar). As placas
foram vedadas, identificadas e levadas a camara de incubacdo a 25°C com
fotoperiodo de 12h de luz por um periodo de dez dias.
2.3 Patogenicidade de Exserohilum turcicum as plantulas de milho

O fungo E. turcicum foi obtido de sementes de milho incubadas pelo
meétodo Blotter Test e transferido para o meio de cultura BDA em placas de Petri
(90mm) que ficaram acondicionadas em camara incubadora por 15 dias, com
temperatura média de 25°C e fotoperiodo de 12h de luz até o crescimento micelial
atingir a borda das placas. Posteriormente, os conidios formados nas placas
foram quantificados em camara de Neubauer, e foram obtidas suspencbes de
1,25 x 10° conidios/mL de E. turcicum . Em seguida, com auxilio de um borrifador
manual foram aplicados no limbo foliar de plantulas de milho. As plantas
inoculadas foram acondicionadas em camara Umida e escura, proporcionada por
saco plastico envolvendo algoddo embebido em agua estéril por um periodo de
48h a 25°C, e depois foram mantidas em temperatura ambiente por sete dias.

Visando cumprir os Postulados de Koch foram retirados fragmentos das
lesbes que surgiram nas folhas apés quatro dias da inoculacdo. Em seguida foi
realizada assepsia dos fragmentos lesionados em alcool (70%), hipoclorito (1%) e
agua estéril. Depois, foi feito o plagueamento em meio de cultura BDA. As placas
foram vedadas com papel filme, identificadas e levadas a camara de incubacao
por um periodo de sete dias para verificacdo do crescimento do fitopatégeno.

2.4 Anélise cromatografica do 6leo essencial de noni
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A andlise cromatografica foi realizada na Universidade Federal de Vicosa-
MG. A identificacdo e quantidade dos constituintes foram realizadas por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa CG-EM.

2.5 Fitotoxicidez em plantulas de milho utilizando diferentes concentracfes
de 6leo essencial de noni

Sementes de milho do hibrido 30F53YH tratadas com fungicida foram
semeadas em vasos de polietileno constituindo quatro repeticdes. O delineamento
utilizado foi o DIC com oito tratamentos (concentracdes de 6leo essencial de noni
em 0,0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25 e 1,5%) e trés repeticdes. A solucdo de 10 mL
de cada concentracdo de 6leo essencial de noni (dissolvido em Tween 80 a 1%)
foi aplicada nas folhas das plantulas de milho com auxilio de um borrifador, e a
analise do efeito fitotoxico foi realizada 48h apds a sua aplicacao.

Para a avaliacdo da fitotoxicidade utilizou-se a escala adaptada de
Dequech et al. (2008), Freitas et al. (2009) e Cogliatti et al. (2011), sendo: 0= para
auséncia de fitotoxidade; 1-25= leve clorose ou inicio de necrose nas folhas das
plantulas; 26- 50= clorose ou necrose média nas folhas das plantulas; 51-75=alta
clorose ou alta necrose nas folhas das plantulas; 76 -100= murcha e
ressecamento da planta.

2.6 Germinagdo de conidios de Exserohilum turcicum em funcdo de
diferentes concentra¢cdes do 6leo essencial de noni

O delineamento utilizado foi o DIC com cinco tratamentos (concentracdes
de Oleo de noni na ordem de 0,0; 0,1; 0,25; 0,5 e 0,75%) e quatro repeticées. Para
cada tratamento foi realizada uma mistura, em frasco esterilizado, de 1.000ul de

suspensao de conidios e 1.000ul da solucdo do oOleo essencial de noni. Logo
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apos, os frascos foram acondicionados em camara incubadora onde
permaneceram por um periodo de 96h (quatro dias) para a avaliacdo da
germinacdo. Apés esse periodo, as solucdes de conidios foram pipetadas e
colocadas em camara de Neubauer constituida por quatro quadrantes, onde cada
quadrante constituia uma repeticdo. Para a contagem da germinacdo dos
conidios contou-se 100 numeros de conidios totais (germinados e nao
germinados), no campo de visdo da objetiva de 10X do microscopio Optico, em
pontos distintos de cada quadrante. Calculou-se a porcentagem de germinacao
dos conidios. Os dados ndo se adequaram a nenhum modelo para as equacdes
de regressao, logo se usou os dados originais que foram representados com
auxilio do programa computacional SigmaPlot 10.0.

2.7 Controle (preventivo e curativo) da mancha de Exserohilum turcicum em

funcédo de diferentes concentracfes de 6leo essencial de noni

O delineamento foi o DIC com cinco tratamentos (concentracdes de Oleo de
noni na ordem: 0; 0,1; 0,25; 0,5 e 0,75%), quatro repeticdes e cinco épocas de
avaliacoes.

Foi realizada a semeadura de sementes de milho do hibrido 30F53YH em
vasos plasticos e, apds 45 dias, foi feita a aplicacdo dos tratamentos. As
concentracbes foram obtidas pela mistura do 6leo essencial de noni e de agua
(D/E) com Tween 80 (1%). Para a obten¢do da suspensao dos conidios, colocou-
se 10 mL de agua (D/E) em cada placa num total de 12 placas de Petri, com
auxilio de um pincel de cerdas macias foi realizado o desprendimento do micélio.

A solucgao foi filtrada em gaze e os conidios foram quantificados em camara de
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Neubauer. Os dados foram ajustados obtendo-se assim uma média de 1,86 x 10°
conidios/mL.

No teste de controle preventivo foram aplicados primeiramente 0s cinco
tratamentos com as concentracdes do 6leo de noni. Apdés duas horas foi
pulverizada nas folhas uma solucdo de 10 mL da suspenséo dos conidios de E.
turcicum em cada plantula de milho. Em seguida, os vasos foram submetidos a
camara umida e escura a temperatura de 25°C por um periodo de 48h.

Para o controle curativo, primeiramente foi aplicado nas folhas das
plantulas de milho, 10 mL da solucdo contendo os conidios do fungo. Na
sequéncia, as plantulas foram submetidas também a camara umida e escura por
um periodo de 48h e, ap0s esse periodo foi feita a aplicacdo dos tratamentos com
as concentracdes do 6leo. Todas as plantas tratadas, tanto no controle preventivo
como no curativo, foram expostas ao ambiente natural (temperatura de 30°C +-
4°C, umidade relativa do ar entre 25 a 35%) por um periodo de dez dias, sendo
feitas as avaliagbes em periodos intercalados de 48h.

As avaliacbes de severidade da doenca foram realizadas por meio da
escala de notas adotada por Santos et al. (2005) onde 0= planta sadia; 1= menos
de 1% da é&rea foliar doente; 3= 1 a 5 % da area foliar doente; 5= 6 a 25 % da
area foliar doente; 7= 26 a 50 % da éarea foliar doente; 9= mais que 50% da area
foliar doente.

As notas de severidade foram utilizadas para obtencdo dos valores da
AACPD (Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca). Os valores da AACPD
foram calculados pela expressao: AACPD = S (yi +yi+1)/2.dti, onde yi e yi+1 sdo

os valores de severidade observados em duas avaliagbes consecutivas e dti 0
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intervalo entre as avaliacbes (Shaner & Finney, 1977). Determinada a AACPD
esta foi plotada versus a concentracéo a fim de representar a evolugéo da doenca
de acordo com as concentra¢des do 0leo essencial de noni no controle preventivo
e curativo. Os dados foram submetidos a regressao calculando-se o coeficiente
de determinacdo e o modelo que melhor se ajustou aos dados foi da equacao
quadratica. O programa computacional utilizado foi o SigmaPlot 10.0.
3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Sanidade de sementes de milho

As analises revelaram que os fungos transportados pelas sementes foram
Aspergillus sp, Penicillium sp, Fusarium sp, Rhizopus sp e E. turcicum com
incidéncia respectivamente de 27,5; 86; 12; 2 e 1,5% (Figura 01). Os géneros
Fusarium e Exserohilum sé&o considerados fitopatogénicos, e os outros sao fungos
contaminantes ou presentes em graos armazenados. Em todas as sementes
foram detectados fungos patogénicos ou ndo patogénicos. O transporte e a
transmissdo desses fungos pelas sementes € um mecanismo de sobrevivéncia e
disseminacdo desses patdgenos para novas areas. Fessel et al. (2003) ao
analisarem a qualidade sanitéria de sementes de milho verificaram a ocorréncia
dos fungos Fusarium sp., Cladosporium sp., Aspergillus sp., Cephalosporium sp.
e Penicillium sp. Pesquisas demonstram que os fungos dos géneros Fusarium,
Aspergillus e Penicillium sdo os mais incidentes em sementes de milho. Ferreira
(2001) destaca que o patdégeno E. turcicum sobrevive de um ano para outro, em
restos de cultura (na forma de micélio e conidios), sementes, plantas
remanescentes ou em hospedeiros alternativos.

De acordo com Agarwal & Sinclair (1987) os fungos associados as
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sementes podem ser transportados por infestacdo ou infeccdo. A infestacdo é
causada por fungos contaminantes que sédo aqueles que se aderem a superficie
das sementes. Ja a infeccdo €& causada por fungos que se encontram
internamente no tecido da semente, sendo estes os causadores de doencas em

plantas.

80 1

60 -

40

20 A

Incidéncia de Fungos nas Sementes (%)

Tipos de Fungos

FIGURA 01: Sanidade de sementes de milho (Zea mays L.) obtidas da feira
comercial do municipio de Gurupi-TO no ano de 2015
3.2 Transmissibilidade semente-plantula de Exserohilum turcicum

A transmissdo de E. turcicum das sementes para as plantulas foi
confirmada com incidéncia desse patdogeno em 4% das plantulas de milho. Estas
apresentaram sintomas tipicos da doenca causada por este patdbgeno, como
lesGes inicialmente elipticas, de cor palha e bordas bem definidas.
Posteriormente, com a evolucdo da doenca as lesdes tornaram-se escuras e de
formato comprido. As placas de meio de cultura com fragmentos das folhas
lesionadas comprovaram a presenca do patdgeno, e o micélio cresceu em todas
as amostras demonstrando por meio deste teste, sua capacidade de ser
transmitido via semente, causando lesGes foliares tipicas da mancha de

Exserohilum.
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3.3 Patogenicidade de Exserohilum turcicum as plantulas de milho

O fungo E. turcicum foi confirmado como sendo patogénico as plantulas de
milho, completando-se desta forma os Postulados de Koch. As folhas onde foram
inoculados os conidios do fungo apresentaram inicialmente manchas elipticas
necroticas de cor marrom-escura, que depois evoluiram para lesbes grandes de
formato comprido e com aspecto de folhas secas caracteristicas da doenca.

Casela et al. (2006) afirmam que os sintomas tipicos de doencas causadas
pelo género Exserohilum ocorrem inicialmente nas folhas inferiores, com necroses
de coloragcdo que podem variar de verde-cinza a marrom. Ao inocular conidios de
dez isolados de E. turcicum em plantulas de milho ROSSI et al. (2015)
verificaram, apés 15 dias, uma média de 2,5 lesBes/folha; de 39,7 x 3,4mm de
comprimento e largura respectivamente e 4% de severidade, comprovando-se
assim que todos foram patogénicos a cultura.

Pereira (1995) destaca que a Mancha de Exserohilum ocorre em regides
de climas moderados (18 a 27°C) como a regido Sul e nas chapadas da regiao
Centro-Oeste, pois possuem clima favoravel para o seu crescimento. Observou-
se no decurso do trabalho que a doenca vem afetando a cultura do milho no Sul
do estado do Tocantins, apesar de ser uma regido de clima tipicamente quente.
Segundo Chagas et al. (2015) uma das possiveis causas do aumento da
severidade em doencas no estado do Tocantins € a condicao climatica favoravel.
Estes autores ressaltam também que a identificacdo de doencas foliares, o
entendimento dos aspectos relacionados ao seu desenvolvimento e o
conhecimento da eficiéncia das medidas de controle sdo fundamentais para a

expanséao da cultura do milho no estado.
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3.4 Anélise cromatografica do 6leo essencial de noni
Os constituintes do 6leo de noni foram identificados comparando seus

espectros de massas com aqueles dos bancos de dados das bibliotecas Nist e
Wiley 229. Alguns compostos tiveram suas identidades confirmadas por meio da
comparacao entre os seus indices de retencao calculados com aqueles presentes
no webbook Nist e com a literatura (ADAMS, 2007). A Tabela 01 mostra a
porcentagem relativa (area %) dos constituintes do 6leo essencial de noni e indica
gque o composto majoritario encontrado foi o acido octandico ou caprilico
(82,24%), seguido do acido hexandico ou caproico (8,26%).

TABELA 01. Porcentagem relativa (Area %), obtida por Cromatografia & Gas
acoplada a Detector de Espectrometria de Massas, dos constituintes do 6leo

essencial de frutos maduros de noni (Morinda citrifolia L.)

Compostos NC TR IR (%)
Acetato de 3-metil-but-3-enila 1 4.583 888 -*
Heptan-2-ona 2 4,992 897 -
Hexanoato de Metila 3 5.774 922 -
Acido Hexandico 4 7.634 987 8,26
Hexanoato de Etila 5 7.974 999 2,48
Octanoato de Metila 6 12.713 1123 -
Acido Octandico 7 15.603 1177 82,24
Octanoato de Etila 8 15.803 1196 -
Hexanoato de Isopentila 9 18.537 1259 1,6
Hexanoato de 3-metil-but-2-enila 10 19.983 1292 -
Né&o identificado 11 24.026 - -
Octanoato de 3-metilbutila 12 26.897 1457 4,25
Octanoato de 3-metilbut-2-enila 13 28.226 1489 -
Teor de 6leo essencial (%) 0,20

NC = Numero de compostos; TR = Temperatura de retencéo; IR = indice de retencéo calculado
* N&o quantificado (valores < 0,05)

3.5 Fitotoxicidez em plantulas de milho utilizando diferentes concentragdes
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de 6leo essencial de noni

Para o teste de fitotoxicidade, utilizando doses de 0,1 a 1,5% de 0Oleo
essencial de noni, observou-se que houve sintomas de fitotoxicidez apenas nas
plantulas onde foram aplicadas as concentracfes de 1; 1,25 e 1,5% (Tabela 02).
Para as trés concentracfes, as plantulas apresentaram muitas folhas com clorose
e necrose. As regibes da bainha e das nervuras, onde o 0leo se acumulou,
apresentaram sintomas bem mais evidentes.

As plantulas onde foram aplicadas as concentracées de 0,1; 0,25; 0,5 e
0,75% do 6leo ndo apresentaram sintomas de fitotoxidez. A testemunha somente
com agua e Tween 80 (1%) ndo apresentou também nenhum sintoma,
demonstrando assim que o dispersante ndo causou nenhum tipo de dano ao
tecido vegetal.

Sarmento-Brum et al. (2014) ao avaliarem o efeito fitotbxico de Oleos
essenciais de capim-limédo e citronela em plantas de melancia (Citrullus lanatus)
constataram que a concentracdo de 1% apresentou baixa fitotoxidez e
concentragbes de 2 e 4% foram altamente fitotoxicas com surgimento de
necroses nas folhas, principalmente nas regibes em que a solucdo do 6leo
essencial se acumulava, como nas bordas e nervuras foliares. Além disso, 0s
autores destacam que os metabdlitos secundarios, além de apresentarem grande
potencial no uso da agricultura sustentavel, podem ser prejudiciais interferindo o
processo de desenvolvimento da planta.

As necroses decorrentes da acéo fitotoxica do 6leo essencial reduzem a
area foliar interferindo o processo fotossintético e, consequente, impedindo a

producdo de substancias que sao fontes de energia essenciais para a
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sobrevivéncia do vegetal. Grosso et. al. (2010) destacam que os metabdlitos
secundarios podem trazer sérios prejuizos que atrapalham o desenvolvimento do
vegetal. Podem causar ruptura das membranas reduzindo as organelas, impedir a
sintese de clorofila e afetar significadamente o processo fotossintético.

Como ja apresentado anteriormente, o composto majoritario do Oleo
essencial de noni foi os acidos octandico, este, em maiores concentracfes, pode
ter efetuado uma acédo inibidora sobre o pigmento da clorofila, provocando
inicialmente aspectos de amareliddo além do rompimento das membranas
celulares causando assim a murcha das folhas.

TABELA 02: Fitotoxidez em plantulas de milho em funcdo da aplicacdo de

diferentes concentracdes de 6leo essencial de noni. Gurupi-TO, 2015

TRATAMENTO CARACTERISTICAS
0 Auséncia de fitotoxidade
0,10% Auséncia de fitotoxidade
0,25% Auséncia de fitotoxidade
0,50% Auséncia de fitotoxidade
0,75% Auséncia de fitotoxidade
1% 51-75% alta clorose ou alta necrose no caule das plantulas
1,25% 51-75% alta clorose ou alta necrose no caule das plantulas
1,50% 51-75% alta clorose ou alta necrose no caule das plantulas

3.6 Efeito do oOleo essencial de noni na germinacdo de conidios de
Exserohilum turcicum

A inibicdo da germinacdo dos conidios foi proporcional ao aumento das
concentracbes (Figura 02). Considerando a testemunha com 100% de
germinacdo de conidios apos quatro dias de incubacdo e comparando-a com a
germinacao dos conidios submetidos aos tratamentos, o teste revelou que a 0,1%
da concentracdo do 6leo houve germinacdo de 11,91%; em 0,25% ocorreu

germinacao de 7,66%; em 0,5% da concentracdo teve germinacéo de 6,18% e a
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maior concentracdo de Oleo de noni, 0,75%, apresentou maior inibicdo, com
apenas 2,98% de germinacdo para essa concentracdo. Os fitopatdgenos, ao
emitirem o tubo germinativo nos tecidos dos vegetais tém a capacidade de
produzir enzimas que causam seérias alteracdes no metabolismo que podem levar
a planta a morte.

Pereira et al. (2011) verificaram que o0s Oleos essenciais de canela
(Cinnamomum verum) e citronela (Cymbopogon winterianus) reduziram a
germinacao de Cercospora coffeicola 16 horas apds a inoculagdo, promovendo,
em alguns casos, 0 extravasamento do conteddo celular observado em
microscopia eletrénica. Scapin et al. (2010) contataram que os extratos de mil-
folnas (Achillea millefolium), capim-limao (Cymbopogon citratus), canfora
(Cinnamomum camphora) e alecrim (Rosmarinus officinalis) tiverem efeito
fungitdxico sobre o crescimento do tubo germinativo de E. turcicum.

O resultado mostra que o composto majoritario, acido octandico, pode ter
sido o responsavel pelo efeito da inibicdo da germinacdo de E. turcicum , de

forma que a maior concentracédo do 6leo teve o efeito mais significativo.
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FIGURA 02: Germinagdo de conidios de Exserohilum turcicum em fungcédo de

concentracdes crescentes de 0leo essencial de noni (Morinda citrifolia L.)
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3.7 Controle (preventivo e curativo) da mancha de Exserohilum em funcéo
de diferentes concentracdes de 6leo essencial de noni

As avaliacOes da severidade da doenca mostraram que o efeito preventivo
foi positivo no controle da mancha de Exserohilum, o que ndo ocorreu em relagao
ao efeito curativo.

No preventivo, a severidade da doenca diminuiu a medida que se
aumentou a concentracdo do Oleo essencial de noni. Dessa forma, a
concentracdo de 0,75% foi a que controlou em maior grau a acao do fungo, e a de
0,1%, que teve menor eficiéncia de controle dentre as quatro concentracdes do
Oleo testadas. Todas as concentracdes apresentaram valores significativamente
menores que o apresentado pela testemunha.

No curativo, as concentracdes de 0,1; 0,25; e 0,75% apresentaram valores
da AACPD menores do que a testemunha, uma diferenca ndo tdo expressiva
como a apresentada pelo efeito preventivo. JA& a concentracdo de 0,5%
apresentou na escala de severidade valor maior que a testemunha. Dessa forma,
ndo se pode afirmar que o 6leo essencial de noni teve efeito positivo no controle
curativo da doenca, jA& que uma das maiores concentracées aplicadas nédo foi
eficiente, e nas demais ndao demonstraram valores muito diferentes dos
apresentados pela testemunha.

Lima (2007) verificou em seus trabalhos que o 6leo essencial do capim
citronela teve seu efeito limitado na concentragcdo de 2.000 ppm demonstrando
assim, que o 6leo nao teve efeito sobre a acdo do fungo quando este ja se
encontrava no interior do tecido vegetal. Ja para o efeito preventivo, ao analisar

AACPD, o autor constatou que o Oleo de citronela foi eficiente no controle da
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ramulose do algodoeiro. Perini et al. (2011) destacam que o capim citronela, no
efeito curativo, com concentracdo de 2%, ndo apresentou sintomas da doenca em
50% das plantas. Ja para o efeito preventivo esses autores verificaram que em
concentracfes de 1,5; 1,75 e 2% do 6leo essencial do capim citronela aplicados
em plantas de arroz, ndo apresentaram sintomas da doenca.

Os maiores valores da concentracdo do Oleo proporcionaram menores
valores para a AACPD para o controle preventivo e houve maior ajuste do
coeficiente de determinacdo (Figura 03). A curva evidenciou uma menor
severidade na concentracdo de 0,75%. Ja no efeito curativo a AACPD se mostrou
elevada, e ndo ha uma escala decrescente de valor em relacdo ao aumento das
concentracdes do 6leo essencial assim como houve no controle preventivo.

250 7

Preventivo y= 97,22x” -175,46x +133,96 R*=0,50
Curativo y= -613x? +538,26x +180 R?=0,94

o

150

AACPD

100 A

50 -

T T 1
0,00 0,25 0,50 0,75

Concentragoes do 6leo essencial de noni (%)

FIGURA 03: Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) para o
controle (preventivo e curativo) da Mancha de Exserohilum em funcdo de
diferentes concentracdes de 6leo essencial de noni (Morinda Citrifolia L.). Gurupi-
TO, 2016

Conclui-se com este trabalho que no teste de sanidade das sementes de
milho foram encontrados os fungos Penicillium sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp.,

Fusarium sp. e E. turcicum, e que este ultimo foi transmitido via semente-plantula.
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E. turcicum foi patogénico as plantulas de milho. O composto majoritario do 6leo
essencial de noni foi o acido octandico. As concentracdes acima de 1% de 6leo
essencial de noni foram fitotoxicas as plantulas de milho. As concentracdes de
Oleo essencial de noni foram eficientes na inibicdo da germinacéo de E. turcicum.
A aplicacdo preventiva do 6leo essencial de noni foi mais eficiente no controle da
mancha de Exserohilum do que a aplicacdo curativa.
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