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RESUMO GERAL

A area cultivada com teca (Tectona grandis L. f) tem
aumentado no Brasil e também nos ultimos anos no
estado do Tocantins. Entretanto, as pesquisas
relacionadas aos problemas fitossanitarios da espécie
ainda nao foram desenvolvidas, especialmente para o
fungo Olivea neotectonae, agente causal da ferrugem da
teca, uma das doencas fangicas de maior importancia
econdmica nesta espécie florestal. Diante deste fato, o
trabalho foi desenvolvido com os seguintes objetivos: No
capitulo 1, foi realizado a caracterizacdo morfologica e
molecular de O. neotectonae, agente causal da ferrugem
da teca. Para tal, folhas de teca apresentando pustulas
amarelas e pulverulentas na face abaxial, caracteristicos
da ferrugem da teca, foram coletadas nos municipios de
Gurupi e Lagoa da Confusao, no estado do Tocantins. Na
observagdo em microscoépio o6tico, foram visualizadas e
medidas as estruturas fungicas. Através da microscopia
eletrbnica de varredura foi possivel observar as estruturas
do patégeno e o modo de penetracdo através dos
estdbmatos. A amplificacdo por PCR da regido ITS do

rDNA de O. neotectonae utilizando os pares de iniciadores
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ITS1-ITS4 foi bem sucedida, obtendo um fragmento de
600 pb. O sequenciamento direto do produto do PCR da
regido ITS de O. neotectonae, sugeriu se tratar de uma
espécie pertencente a familia Chaconiaceae. Com base
nestes resultados e das caracteristicas morfolégicas
observadas, foi possivel confirmar O. neotectonae como
sendo o agente causal da ferrugem da teca. No capitulo
Il, em razdo da auséncia de fungicidas registrados para o
controle desta doenca em plantas de teca e a busca por
métodos alternativos de controle de doencas que nédo
sejam prejudiciais a0 meio ambiente, objetivou avaliar o
efeito dos dleos essenciais de capim-limao (Cymbopogon
citratus L.), citronela (Cymbopogon nardus L), mastruz
(Chenopodium ambrosioides L.) e noni (Morinda citrifolia
L.) na germinacao de uredinidésporos de O. neotectonae;
avaliar o efeito fitotoxico destes Oleos essenciais sob as
mudas de teca; e avaliar o uso dos 6leos essenciais no
controle da ferrugem da teca quando aplicados de forma
preventiva e curativa. Verificou-se que os Oleos essenciais
de noni e capim-liméo inibiram 100% da germinacdo dos
urediniésporos. Porém, quando aplicados nas mudas em
doses mais elevadas, 0s Oleos essenciais de noni e
capim-limdo causaram fitotoxidez as plantas. Foram
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identificados o0s constituintes quimicos majoritarios no
Oleo essencial de folhas de capim-limdo o geranial
(41,46%) e neral (32,43%), no capim-citronela o citronelal
(30,07%), no matruz o a-terpinol (41,97%), e no Oleo
essencial extraido a partir de frutos de noni maduros foi o
acido octandico (64,03%). O controle preventivo foi mais
eficaz no controle da ferrugem do que a aplicacao
curativa, tanto para o 6leo de capim-limdo quanto para o
noni. Quando se comparou os dois 6leos no controle
curativo foram encontrados menores valores da area
abaixo da curva de progresso da ferrugem quando se

utilizou o 6leo essencial de capim-limao.

Palavras-chave: Olivea neotectonae, Tectona grandis,

agente etiolégico da ferrugem, protecéo florestal.
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GENERAL ABSTRACT

The area planted with teak (Tectona grandis L.f) has
increased in Brazil and in recent years in the state of
Tocantins. However, research related to phytosanitary
problems of the species have not yet been developed,
especially for the fungus Olivea neotectonae causal agent
of rust teak, one of the fungal diseases of major economic
importance in this forest species. Given this fact, the work
was developed with the following objectives: In Chapter |,
the morphological and molecular characterization of O.
neotectonae, causal agent of teak rust was conducted. To
this end, teak sheets featuring yellow and powdery
pustules on the abaxial surface, characteristic of the teak
rust were collected in the municipalities of Gurupi and
Lagoa da Confusédo in the state of Tocantins. In the
observation by an optical microscope, they were viewed
and measured fungal structures by scanning electron
microscopy was observed pathogen structures and the
penetration mode through the stomata. PCR amplification
of the ITS region of rDNA O. neotectonae using pairs of
primers ITS1-ITS4 was successful, obtaining a 600 bp

fragment. Direct sequencing of the PCR product from ITS
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O. neotectonae region, suggested it is a species belonging
to the family Chaconiaceae. Based on these results and of
morphology observed was confirmed O. neotectonae as
the causal agent of teak rust. In Chapter Il, due to the
absence of fungicides registered for the control of this
disease in teak and the search for alternative methods of
disease control that are not harmful to the environment, to
evaluate the effect of the essential oils of lemongrass
(Cymbopogon citratus L.), citronella (Cymbopogon nardus
L.), mastruz (Chenopodium ambrosioides L.) and noni
(Morinda citrifolia L.) on germination urediniospores O.
neotectonae; assess the phytotoxic effect of these
essential oils in teak seedlings; and evaluate the use of
essential oils in control of the teak rust when applied
preventive and curative manner. It was found that
essential oils of noni and lemongrass inhibited 100%
germination of urediniospores. However, when applied to
plants at higher doses, the essential noni and lemongrass
oils phytotoxicity caused plants. The majority chemical
constituents were identified in the essential oil of
lemongrass leaves the geranial (41.46%) and neral
(32.43%), the grass citronella citronellal (30.07%) in
matruz the a- terpineol (41.97%) and essential oll
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extracted from mature noni fruit was octanoic acid
(64.03%). The preventive control was more effective in
controlling the disease than curative application, both for
lemongrass oil as for noni. When comparing the two oils in
the curative control were found lower values of the Area
Under the Rust Progress Curve when using the essential
oil of lemongrass.

Keywords: Olivea tectonae, teak, etiological agent of rust,
forest protection.
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INTRODUCAO GERAL

A teca (Tectona grandis L.f) € uma das espécies
florestais mais cultivadas no mundo na qual seu principal
produto é a madeira, muito valorizada e procurada a nivel
mundial devido a alta qualidade e resisténcia para
construcdo naval e para a fabricacdo de moveis finos
(FIGUEIREDO et al., 2005). O Brasil tem um grande
potencial competitivo na producdo de teca, sendo o
estado de Mato Grosso o maior produtor, seguido pelos
estados de Para e Roraima (ABRAF, 2013).

Como toda espécie vegetal, a teca apresenta
problemas fitossanitarios. Um dos principais problemas
enfrentados pelos produtores sdo as doencas causadas
por fungos. Entre as doencgas que acomete esta espécie,
destaca-se a ferrugem, causada pelo fitopatdogeno Olivea
neotectonae (=Chaconia tectonae T.S. & K. Ramark). Os
sintomas iniciam na superficie abaxial da folha, causando
manchas cloréticas que progridem rapidamente para
lesbes, que podem levar a necroses até queima
generalizada nas folhas, e consequentemente, a desfolha
da planta. Pode-se observar urédias pulverulentas de

coloracdo amarela laranja devido a formacéo intensiva de
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urediniésporos (ARGUEDAS, 2004; BONALDO et al.,
2011).

Quando em condicbes de elevada humidade e
temperatura, condi¢cfes ideais para o desenvolvimento do
patdgenos, a doenca causa desfolha intensa na planta, e
consequentemente, afeta a fotossintese, ocasionando
reducdo na producdo. Olivea neotectonae tem gerado
grandes preocupacdes no setor florestal brasileiro devido
a pouca informacéao sobre a identificacdo do patégeno, e
por ndo haver fungicidas registrados no Brasil para o
controle (ARGUEDAS, 2004).

O patogeno foi descoberto pela primeira vez na
Asia e estava restrita somente a essa regido, no entanto
o patégeno foi constatado em varios outros paises (PIERI
et al., 2011). No continente americano, em novembro de
2003, ocorreu o primeiro relato no Panama, seguido por
Costa Rica em janeiro de 2004 (ARGUEDAS, 2004),
setembro no Equador (BELEZACA, 2004) e em dezembro
foi detectado no México (NAPPO, 2004). No ano de 2005
foi registrado na Colémbia (CESPEDES e YEPES, 2007)
e em Cuba no més de novembro de 2006 (PEREZ et al.,
2008). Na Australia, foi relatado em junho de 2006 (DALY
et al., 2006). No Brasil, ha relatos da doenca nos estados
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de Sao Paulo (PIERI et al., 2011), Mato Grosso, Maranhao
(FERRARI, 2009; BONALDO et al., 2011), Amazonas
(GASPAROTTO e PEREIRA, 2014) e Goias (MARQUES
et al., 2015).

No estudo do patdgeno, a identificacdo correta e a
descricdo  minuciosa sao fundamentais  para
reconhecimento do agente causal da doenca e para o
estabelecimento de estratégias para seu controle. A
identificacdo dos fungos é baseada principalmente em
observacgfes de caracteristicas morfologicas, fisioldgicas
e taxonOmicas, via microscopia de luz e eletronica, e a
utilizacdo por meio de chaves apropriadas (CASTRO,
2012; MAY-DE MIO et al., 2006; BURGESS et al., 1995).
Lima et al. (2004) identificaram por meio do estudo de
estruturas fungicas ao microscépio estereoscoépico e 6tico
e por caracterizagcdo com micrografias cinco espécies de
fungos causadores de ferrugens da familia Pucciniaceae.
Castro (2012), descreveu por analises taxondmicas e
analises de microscopia eletrbnica de varredura 29
fungos, uma nova espécie e oitos novos relatos de fungos
em plantas hospedeiras inéditas. Conforme descrito por
May-De Mio et al. (2006), imagens de parafises,
urediniésporos, teliésporos e outras estruturas sao de
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grande importancia para a correta taxonomia desta ordem
de fungos.

No entanto, apenas a caracterizacdo morfologica
nao permite uma identificacdo confiavel, a nivel de
espécie para a maioria dos géneros fungicos (FUNGARO,
2000). Sendo o uso de técnicas moleculares essenciais
para complementar a identificacdo e caracterizacdo no
estudo destes patdgenos. Nas ultimas décadas, verificou-
se um aumento significativo no uso de técnicas
moleculares para a deteccdo, identificagdo e
caracterizacdo de fungos por meio de estudos do DNA
ribossomal (rDNA). Essa regido gendmica consiste em
uma seérie repetitiva de trés regides génicas (18S, 5.8S e
28S) e duas regibes espacadoras intergénicas (ITS e
IGS). Estas regides intergénicas acumulam muitas
mutacdes durante o processo de evolucdo do organismo,
podendo assim, ser util para a diferenciagdo entre
espécies e até mesmo para filogenia ao nivel
intraespecifico (FUNGARO, 2000). O fato das regides ITS
serem relativamente pequenas (500 a 800 pb) e
aparecerem em grande numero de cépias no genoma
permitem que sejam amplificadas e sequenciadas com
facilidade (SKOUBOE et al., 1999; LEAL-JUNIOR, 2002).

24



As ferramentas moleculares irdo exercer um papel
importante principalmente em estudos filogenéticos de
espécies dentro do género Olivea, visto que até o
momento ndo existem sequencias disponiveis da espécie
O. neotectonae.

Uma das principais estratégias do controle de
doencas e pragas € a utilizacdo de produtos quimicos. O
uso indiscriminado de fungicidas tem provocado danos ao
meio ambiente, aos seres vivos e tem favorecido a
selecdo de racas resistentes de patdbgenos aos
ingredientes ativos dos produtos quimicos (GHINI e
KIMATI, 2000). O uso de métodos alternativos tem
merecido destaque no cenario cientifico, com o
desenvolvimento de diversas pesquisas na busca de
alternativas que possam ser empregadas para o controle
sobre fitopatégenos, e que ndo sejam danosos ao meio
ambiente.

Visando a utilizacdo de produtos naturais com o0
objetivo de reduzir o impacto causado pelos agrotoxicos,
se encontram a utilizagao de extratos vegetais, hidrolatos
e Oleos essenciais de plantas medicinais, aromaticas e
condimentares (PEREIRA et al., 2006; DHIMA et al.,
2010). Principalmente, os 0leos essenciais de plantas
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medicinais (MUTHAIYAN et al.,, 2012), originarios do
metabolismo secundéario sdo formados por constituintes
quimicos complexos, destacando-se os de baixo peso
molecular, como 0S monoterpenos e sesquiterpenos
(CRAVEIRO, 1993; CASTRO et al., 2007; BIZZO, 2009).
Entretanto, sdo poucos os trabalhos que relatam o uso de
Oleos essenciais no controle de doencas em espécies
florestais, como no caso da ferrugem da teca. Salustiano
et al., (2006) avaliando a atividade de extratos de folhas e
de Oleo essencial de candeia (Eremanthus erythropappus
(DC.) MacLeish) sobre a germinacdo de urediniosporos
de Puccinia psidii, Hemileia vastatrix, Phakopsora
pachyrhizi, e Cerotelium fici e sobre o crescimento micelial
de Cilindrocladium scoparium, observaram que o0s
urediniésporos de todas as ferrugens ndo germinaram
guando submetidas aos tratamentos, exceto no
tratamento testemunha. Os autores relataram ainda que
os tratamentos com o cha a 10% e 6leo essencial a 1%
reduziram 25% o crescimento micélial e 28 a 34% da
producédo de esporos, respectivamente.

Diante do exposto, este trabalho foi dividido em
dois capitulos, sendo o primeiro, intitulado
“Caracterizagcdo morfolégica e molecular de Olivea
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neotectonae, agente causal da ferrugem da teca” com o
objetivo de caracterizar o agente causal da ferrugem da
teca através de microscopia de luz e eletrdnica e o
sequenciamento da regido ITS de O. neotectonae. O
segundo capitulo, intitulado “Oleos essenciais no controle
alternativo da ferrugem da teca” objetivou avaliar o efeito
dos O6leos essenciais de capim-limado (Cymbopogon
citratus L.), capim-citronela (Cymbopogon nardus L),
mastruz (Chenopodium ambrosioides L.) e noni (Morinda
citrifolia L.) na germinacdo de uredinidosporos de Olivea
neotectonae, agente causal da ferrugem da teca (Tectona
grandis); avaliar o efeito fitotoxico destes 6leos essenciais
em mudas de teca, bem como avaliar o uso dos 6leos
essenciais no controle da ferrugem em plantas de teca

guando aplicados de forma preventiva e curativa.
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CARACTERIZAC}AO MORFOLOGICA E MOLECULAR
DE Olivea neotectonae, AGENTE CAUSAL DA
FERRUGEM DA TECA

RESUMO
O fungo Olivea neotectonae € o agente causal da

ferrugem da teca (Tectona grandis L.f), uma das doencas
fungicas de maior importancia econémica nesta espécie
florestal. Neste contexto, sabe-se que o primeiro passo
para o manejo eficaz de uma doenca é o diagndstico
correto do patégeno. Assim, o objetivo do trabalho foi
caracterizar o agente causal da ferrugem da teca através
de microscopia de luz e eletrbnica e o sequenciamento da
regido ITS de O. neotectonae. Folhas de teca
apresentando pustulas amarelas e pulverulentas na face
abaxial, caracteristicas da ferrugem, foram coletadas nos
municipios de Gurupi e Lagoa da Confuséo, no estado do
Tocantins. A andlise de microscopia de luz revelou
caracteristicas semelhantes ao descrito na literatura para
esta espécie, sendo os urediniosporos pedicelados,
subglobosos, ovoides a elipséides, com coloracbes
variando do amarelo, amarelo alaranjado e marrom,

apresentando diferentes tamanhos. Telidsporos néao
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foram observados. Através da microscopia eletrbnica de
varredura foi possivel observar tecidos da folha de teca
infectada com O. neotectonae, as estruturas do patdégeno
e 0 modo de penetracdo através dos estdbmatos. A
amplificagdo por PCR da regido ITS do rDNA de O.
neotectonae utilizando os pares de iniciadores ITS1-ITS4
foi bem- sucedida, obtendo um fragmento de 600 pb. O
sequenciamento direto do produto de PCR da regido ITS
de O. neotectonae, sugeriu tratar-se de uma espécie
pertencente a familia Chaconiaceae, porém sem
sequéncias similares depositadas na base de dados do
GenBank. Com base nestes resultados e das
caracteristicas morfolégicas observadas, foi possivel
confirmar O. neotectonae como sendo 0 agente causal da

ferrugem da teca.

Palavras-chaves: Tectona grandis, microscopia

eletronica, extragéo de DNA, regido ITS, Chaconiaceae.
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MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF Olivea neotectonae, THE
CAUSAL AGENT OF TEAK RUST

ABSTRACT
The fungus Olivea neotectonae is the causal agent of rust

teak (Tectona grandis L.f), one of the fungal diseases of
major economic importance in this forest species. In this
context, it is known that the first step for the effective
management of a disease is proper diagnosis of the
pathogen. The objective of the study was to characterize
the causative agent of the teak rust by light and electron
microscopy and sequencing of the ITS region of O.
neotectonae. teak leaves featuring yellow and powdery
pustules on the abaxial surface, rust characteristics, were
collected in the municipalities of Gurupi and Confusion
Lagoon in the state of Tocantins. The analysis light
microscopy showed characteristics similar to those
described in the literature for this species, and the
pedunculate urediniospores, subglobose, ovoid to
ellipsoidal, with varying hues of yellow, orange and brown
yellow, presenting different sizes. Teliospores were not
observed. By scanning electron microscopy was observed

teak leaf tissues infected with O. neotectonae, pathogen
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structures and the penetration mode through the stomata.
PCR amplification of the ITS region of rDNA O.
neotectonae using pairs of primers ITS1-ITS4 was
successful, obtaining a 600 bp fragment. Direct
sequencing of the PCR product from ITS O. neotectonae
region, suggested it was a species of the Chaconiaceae
family, but no similar sequences deposited in GenBank
database. Based on these results and of morphology
observed was confirmed O. neotectonae as the causal

agent of teak rust.

Keywords: Teak, electron microscopy, DNA extraction,

ITS region, Chaconiaceae.
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INTRODUCAO

Ateca (Tectona grandis L. f) € uma espécie florestal
exotica, pertencente a familia Verbanaceae, originaria da
india e Indonésia, cultivada principalmente para producéo
de madeira (FIGUEIREDO et al., 2005). A espécie foi
introduzida no Brasil no final da década de 60 no estado
de Mato Grosso, onde foram estabelecidos os primeiros
plantios em escala comercial (CALDEIRA; OLIVEIRA,
2008; SANTOS et al., 2010). Atualmente, o plantio de teca
encontra-se consolidado no pais, principalmente nas
regides Centro-Oeste e Norte, com grande potencial de
consumo e de exportacao.

As perdas anuais de producdo por problemas
fitossanitarios estdo estimadas em cerca de 15 a 20%,
entretanto, algumas doencas podem causar prejuizos de
guase de 100% (ALMEIDA et al., 2005). Entre as doencas
de importancia econémica destaca-se a ferrugem,
causada por Olivea neotectonae (=Chaconia tectonae
T.S. & K. Ramark) (Familia Chaconiaceae) detectado em
todas as fases fenolégicas da planta.

O patogeno foi descoberto pela primeira vez na

Asia e estava limitado apenas a essa regido, mais a
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doenca rapidamente disseminou-se para outros paises
como, Panama, Costa Rica (ARGUEDAS, 2004), Equador
(BELEZACA, 2004), México (NAPPO, 2004), Colémbia
(CESPEDES e YEPEZ, 2007), Cuba (PEREZ et al., 2008),
e Australia (DALY et al.,, 2006). No Brasil, verificou-se
inicialmente a presencga de sintomas de ferrugem e sinais
do patégeno em mudas e plantas adultas no estado do
Mato Grosso (BONALDO et al., 2011). Atualmente, ha
relatos da presenca do patdégeno em diversos estados,
como Maranhdo, Sao Paulo (PIERI et al., 2011),
Amazonas, Tocantins (GASPAROTTO e PEREIRA, 2014)
e Goias (MARQUES et al., 2015).

Os patdgenos responsaveis pelas ferrugens como
O. neotectonae, séo fungos basidiomicetos pertencentes
a ordem Uredinales. A classificacdo destes fungos,
entretanto, é ainda um problema devido a morfologia
complexa e semelhante entre espécies, ciclo de vida e
diferentes hospedeiros. Além disso, a maioria destes
organismos atuam como parasitas obrigatorios e nao
apresentam fase saprofiica em seu ciclo Vvital
(ALEXOPOULOS et al., 1996; KIMATI et al., 2005).

Estudos de diversidade e taxonomia de fungos, sao
tradicionalmente baseados em observacbes de
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caracteres morfologicos e taxondmicos, via microscopia
de luz e eletronica, e a identificagdo por chaves
apropriadas (CASTRO, 2012; MAY-DE MIO et al., 2006;
BURGESS et al., 1995). No entanto, apenas com este
recurso, nao € possivel realizar a identificacdo confiavel a
nivel de espécie para a maioria dos géneros fungicos
(FUNGARO, 2000). Assim, o uso de técnicas moleculares
para a deteccao, identificacdo e caracterizacdo destes
patégenos torna-se essencial para dar maior consisténcia
e confiabilidade a classificacdo tradicional.

A correta identificacdo do patégeno consiste no
primeiro passo em direcdo ao manejo adequado da
doenca por ele causada. De acordo com a literatura
consultada, o presente estudo é o primeiro a se concentrar
na caracterizagdo molecular de O. neotectonae. A
identificacdo molecular do patégeno poderéa possibilitar a
sua identificacdo imediata em diversas localidades,
utilizando apenas os urediniésporos coletados. Diante do
exposto, objetivou-se com este trabalho caracterizar o
agente causal da ferrugem da teca através de microscopia
de luz e eletrbnica e o0 sequenciamento da regido ITS de

O. neotectonae.
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MATERIAL E METODOS

Caracterizagdo morfolégica

Entre julho 2015 e marco de 2016, foram coletadas
folhas de teca apresentando pustulas amarelas e
pulverulentas na face abaxial, caracteristicos da ferrugem,
nos municipios de Gurupi e Lagoa da Confuséo, no estado
do Tocantins. Em seguida, as folhas foram levadas ao
laboratorio, observadas as lesdes tipicas de ferrugem, e
posteriormente, foram removidos os urediniésporos com
o auxilio de um pincel de cerdas macias.

Foram preparadas laminas para observagao das
estruturas de 30 urediniésporos de diferentes amostras,
de cada localidade, determinando a forma, a coloracéo e
0 seu tamanho, com o auxilio de microscépio Otico
acoplado a uma camera e projetadas utilizando software
TSView7. Os urediniésporos foram armazenados em
frascos de vidro, devidamente identificados e guardados

em geladeira até o uso nas demais analises.

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
Foram coletadas cinco folhas de teca com

diferentes graus de severidade de ferrugem, cortadas em
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pequenos fragmentos (0,5 x 0,5 cm), os quais foram
imersos em 2 mL de solugao de fixador Karnovisky (pH
7,2) e armazenadas durante 24 horas em geladeira. Apés
este periodo de fixacdo, o material foi transferido para
novos frascos contendo 2 mL de tamp&do cacodilato de
sédio e armazenados em geladeira. Posteriormente, as
amostras foram transferidas a uma solucao de tetréxido
de 6smio a 1% + ferrocianeto a proporcdo de 1:1 por 1
hora. Em seguida, foram desidratadas através de lavagem
em concentracdes crescentes de acetona (30, 50, 70 e
90%) durante 15 minutos uma vez cada uma, e a 100%
por 10 minutos trés vezes.

Apoés a desidratacdo, as amostras de fragmentos
foliares foram submetidas a secagem com CO:2 em
aparelho de ponto critico, modelo CPD-030-Balzers.
Posteriormente, as amostras foram montadas em stubs
com uma dupla fita de carbono e levadas ao metalizador
(SDC 050 Balzers), onde receberam um banho de ouro
por trés minutos e em seguida, submetidas a microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), modelo JEOL JSM-7001F.
As imagens foram obtidas no Laboratério de Microscopia
Eletronica de Varredora do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade de Brasilia.
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Extracdo do DNA, amplificacdo e sequenciamento da
regiao ITS

A extracdo de DNA gendmico de O. neotectonae foi
realizada segundo metodologia adaptada de Alessio et al.
(2013). Para cada amostra, 50 mg de urediniésporos
foram suspendidos em 200 yL de tampé&o de extracéo
CTAB (2% p/v de CTAB; 2,5% p/v de PVP; 2 M de NaCl;
100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 25 mM EDTA, pH 8,0) em
microtubos de 2 mL, contendo sete esferas de silica gel,
de aproximadamente 3 mm de diametro hidratadas e
esterilizadas. Os tubos foram agitados em voértex durante
5 minutos, para quebra mecanica dos urediniosporos, e
em seguida, recuperou-se 200 pL da suspensao, as quais
foram adicionado 400 pL de tampé&o de extracdo contendo
5 L de proteinase K (10 mg mL™1).

Os tubos foram colocados em banho-maria & 65°C
por 2 horas e agitados em vOrtex com intervalos de 20
minutos. Na sequéncia, aos tubos foram adicionados 700
WL de solugéo de cloroférmio : alcool isoamilico (24:1) e
invertidos por 5 minutos. Prosseguiu-se com
centrifugagéo por 20 minutos a 15.000 g a temperatura de
4°C. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para
novos tubos, aos quais se adicionaram 500 uL de
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isopropanol gelado (-20°C) seguido por leves inversdes
durante 3 minutos. Os tubos permaneceram em geladeira
a -20°C por 40 minutos e foram novamente centrifugados
a 15.000 g. Os pellets formados foram lavados duas vezes
com etanol 70%, e secos a temperatura ambiente por 15
minutos, sendo posteriormente suspendidos em 50 pL de
agua ultra pura e 1uL de RNAse. A extracao foi finalizada
com incubacdo a 37°C por uma hora, e em seguida,
estocados a -20°C.

As regibes ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA de O.
neotectonae foram amplificadas utilizando os iniciadores
ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (WHITE et al., 1990).
Na reacdo de amplificacdo das amostras, foram utilizados
12,5 pL de Tag DNA Polymerase Master Mix Ampligon 111
(Ampligon ApS, Copenhagen, Denmark), 0,25 pL de cada
oligonucleotideos iniciador ITS1 e ITS4, 3 uyL de DNA das
amostras e 9 pyL de agua ultra-pura para completar o
volume da reacdo de 25pL. As amplificacbes foram
realizadas em um termociclador (Techne TC-5000)
programado para desnaturacdo inicial a 95°C por 2
minutos, seguido de 38 ciclos de 95°C por 30 segundos,
anelamento a 51°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1
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minuto, e extenséo final a 72°C por 5 minutos. Apés a
amplificagéo, 6 ul dos produtos de PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 0,8% (TBE 1x) corado
com Neotaq Brilliant Green Plus DNA Stain (Neobio,
Brasil), observada através de um fotodocumentador (Gel
Logic 112). A concentracdo do DNA foi mensurada em
espectrofotdmetro (Biowave DNA) a 260 e 280 nm.

Os produtos de amplificacdo correspondentes a
regido ITS do rDNA das amostras de O. neotectonae
foram purificados utilizando-se o Kit de Purificagao
Purelink® (Invitrogen, Carlsbad, CA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante e submetidos ao
sequenciamento direto utilizando o iniciador ITS1.

Apés obtidas as sequéncias, estas foram editadas
através do software BioEdit (versdo 7.1), em seguida,
foram indentificadas sequéncias similares usando a
ferramente BLASTnN do GenBank
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Apoés o]
alinhamento, estas sequéncias foram processadas no
Software MEGA (verséo 5.0) (TAMURA et al. 2011), para
gue fosse elaborada a arvore filogenética dos isolados de

O. neotectonae, utilizando o método de Maxima
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Verossimilhanca, utilizando o modelo evolutivo Kimura 2

parametros com 2000 replicagbes de bootstrap.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagdo morfolégica

As folhas coletadas foram analisadas sob lupa
estereoscopica, na qual verificou-se a presenca de
sintomas de ferrugem (Figura 1A), bem como, a presenca
do patdégeno (Figura 1B). Os sintomas observados nas
folnas foram visualizados na parte adaxial, como
pequenos pontos inicialmente cloréticos e posteriormente
tornando-se lesbes necroticas escuras, e na parte abaxial
observou-se massas de esporos (Figura 1B) de coloracéo
amarelo laranja com intensa esporulacdo, e pustulas

(urédias) de coloracéo preta (Figura 1B).
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Figura 1. Ferrugem (Olivea neotectonae) incidente na cultura
de teca (Tectona grandis L.) A. Sintomas nas folhas; B.
Puastulas com intensa esporulacdo, ME. Massa de esporos
na epiderme da folha, UR. Urédias; C. Urediniésporos; E.
Germinacdo do urediniésporos, TG. Detalhe do tubo
germinativo, AP. Detalhe do apressorio; D. Urediniésporos
apresentando poros germinativos, PG. Detalhe dos poros
germinativos.
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A andlise de microscopia de Iluz revelou
urediniosporos pedicelados, subglobosos, ovoides a
elipséides, com coloragdes variando do amarelo, amarelo
alaranjado e marrom, com tamanho variando de 16,52 a
25,11 x 12,08 a 23,01 um (Figura 1C). Parafises densas e
marginais; parafises cilindricas, encurvadas foram
observadas. Tubos germinativos apresentando tamanho
meédio de 26,37 x 2,97 uym (Figura 1D), apressorios com
tamanho médio de 6,76 x 3,27 ym (Figura 1D), e esporos
germinativos (Figura 1E). Teliosporos ndo foram
observados. As caracteristicas morfologicas observadas
foram confirmadas para os urediniosporos coletados em
ambos os locais, semelhante ao descrito na literatura para
O. neotectonae (BONALDO et al., 2011; FERRARI, 2009;
MARQUES et al, 2015; PIERI et al, 2011,
GASPAROTTO e PEREIRA, 2014).

A alteracdo do nome do patdgeno proposta por
Pieri et al. (2011) de O. tectonae para O. neotectonae
baseia-se no fato de que este fungo ndo apresenta
espermogbnios e nem écios conhecidos, e télios nao
foram encontrados no Brasil.

Pelos estudos realizados em microscopia
eletrébnica de varredura foi possivel observar algumas
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caracteristicas da folha de teca infectada com O.
neotectonae, bem como observar as estruturas do
patdgeno e o modo de penetragdo na folha (Figura 2). Na
Figura 2 A, nota-se a superficie da folha de teca infectada
com O. neotectonae demonstrando os urediniésporos
entre os tricomas, e na Figura 2 C as pustulas de O.
neotectonae esporulando na superficie da folha. Na
Figura 2 B, observa-se a ultraestrutura dos urediniésporos
de O. neotectonae. E na Figura 2 D as paréfises curvadas
e hialinas dos urediniésporos. Esporos germinados sobre
a superficie foliar de teca podem ser observados na Figura
2 E e urediniésporos apresentando apressorio na Figura
2 F. Na Figura 2 G encontrou-se um uredinidsporo
penetrando na folha via complexo estomatico (ostiolo).

A microscopia eletrbnica de varredura é uma
importante ferramenta para o estudo de caracteres
morfolégicos e taxondmicos de diferentes espécies de
fungos fitopatogenicos, além de possibilitar a visualizagéo
das modifica¢des estruturais que ocorrem no patdégeno,
em decorréncia aos diferentes eventos que podem ser
encontrados quando se tém a interacdo planta-patdgeno
(MAY-DE MIO et al., 2006).
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Figura 2. Electromicrografias de varreduras de folhas de teca
infectadas com Olivea neotectonae. (A) folha infectada com
ferrugem; (B) urediniosporo; (C) pustulas de O. neotectonae
esporulando; (D) Parafises curvadas e hialinas P;(E)
Urediniosporos germinando, apresentando tubo germinativo
TG; (F) Uredinidsporos apresentando apressorio AP;(G)
penetracdo do patégeno através do ostiolo do estdbmato.
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Alteracbes nas ornamentacdes de urediniésporos
de diversas espécies causadoras de ferrugem foram
observadas por May-De Mio et al. (2006) utilizando a
microscopia eletronica de varredura. Silva-Sousa, (2008)
verificou, em clones suscetiveis e resistentes de
Eucalyptus sp., diferencas na germinacdo dos
urediniosporos de P. psidii, através de estudos utilizando
a microscopia eletrénica de varredura.

Diferentes fungos causadores de ferrugem
pertencentes a ordem Pucciniales, coletados de diversas
espécies de plantas do cerrado e algumas exéticas foram
observadas por Castro, (2012) utilizando MEV.

Caracterizagao molecular

O isolamento do DNA é pré-requisito fundamental
para diversas técnicas de biologia molecular. Diversos
métodos de extragdo de DNA foram testados e apenas a
metodologia proposta por Alessio et al. (2013)
proporcionou uma quantidade suficiente de DNA a partir
de urediniosporos de O. neotectonae para a amplificacéo
e sequenciamento direto do produto do PCR. A

concentracdo do DNA variou de 139,9 a 551,7 mg mL™.
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A amplificacdo por PCR da regido ITS do rDNA de
O. neotectonae utilizando os pares de iniciadores ITS1-
ITS4 foi bem sucedida, obtendo um fragmento de 600 pb
(Figura 3).

— 6,000
— 5,000

— 4,000
— 3,000
— 2,500
— 2,000

— 1,500

— 1,000
— 750

— 500

— 250

Figura 3. Electroforese em gel de agarose 0.8% dos produtos
de amplificacéo da regido ITS do rDNA de Olivea neotectonae
utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4. Faixas: M:Marcador de
peso molecular de 1Kb (1000 bp); 1-2:Amostras;C-: Controle
negativo.

Este resultado concorda com os obtidos por outros
autores que encontraram fragmentos que variaram em

torno de 550 a 700 pb para a regiao ITS-5.8S-ITS2,
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dependendo do iniciador e do isolado fungico analisado
(MENEZES et al., 2010).

A regido ITS do rDNA de O. neotectonae foi
sequenciada e depositada no Genbank (numero de
acesso KX463504) para melhor caracterizacdo do
isolado, fornecendo subsidio para complementar a
identificacdo por andlise morfolégica. No entanto, ao
analisar a sequéncia obtida, através da busca de
sequéncias similares usando a ferramenta BLASTnh do
GenBank, constatou-se que até 0 momento ndo existem
sequéncias de nucleotideos depositadas disponiveis da
regiao ITS de O. neotectonae, ou de qualquer outra regido
deste patdgeno. Ao observar a similaridade da sequéncia
de nucelotideos de O. neotectonae com as disponiveis no
GenBank, constatou-se similaridade em torno de 70%
com sequéncias da regido ITS de outros fungos.
Demonstrando que a sequéncia da regidao ITS do rDNA
obtida do isolado de O. neotectonae, apesar de néo
apresentar identidade com nenhuma outra, ainda
constitui-se uma sequéncia de fungo homdloga com as
demais jA depositadas.

A Figura 4 apresenta a arvore filogenética gerada
dos isolados de O. neotectonae. Estas foram elaborada
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baseando-se nas sequéncias ja geradas da regido ITS do
rDNA de O. neotectonae, juntamente com sequéncias de
nucleotideos dos patdgenos causadores de ferrugens
Puccinia psidii Winter e Maravalia pterocarpi (Thirum.)
Thirum., disponiveis no GenBank, sob os numeros de

acesso acesso KP863477 e KU301795, respectivamente.

94 0. neotectonae

—— (. neotectonae

Maravalia pterocarpi (KU301795)

Puccinia psidii (KP863477)

e
0.5

Figura 4. Arvore Filogenética de Olivea neotectonae, gerada
a partir do sequenciamento da regido ITS do rDNA, derivada
do método de Maxima Verossimilhanga utilizando o modelo
evolutivo Kimura-2- par@metros e teste de bootstrap com
2000 replicatas.

De acordo com a arvore gerada pelo método de

méxima verossimilhanca, de forma geral, os isolados de
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O. neotectonae estao filogeneticamente relacionados a
M. pterocarpi, pertencente a mesma familia
Chaconiaceae. A P. psidii ficou enquadrada em outro
ramo filogeneticamente distante, possivelmente por se
tratar de uma espécie de familia distinta do isolado de O.
neotectonae.

Os resultados mostraram que a técnica por meio de
sequenciamento direto do produto do PCR da regido ITS
mostrou-se eficiente para elucidar as caracteristicas
moleculares de O. neotectonae, sugerindo se tratar de
uma espécie pertencente a familia Chaconiaceae,
fornecendo subsidio para a confirmacdo da espécie
juntamente com as caracteristicas morfolégicas. Esta
ferramenta requer quantidades minimas de DNA e
apresenta alta consisténcia nos resultados, tornando-se
assim um método eficaz para estudo de detecdo e
identificacdo de fungos causadores de ferrugens.

A amplificagcéo daregido ITS do rDNA tem sido uma
ferramenta util na identificacdo de espécies de fungos
(PORTER e GOLDING, 2011). Por tratar-se de uma
regido altamente conservada e com alto grau de
variabilidade, possibilita a distincdo ao nivel intra e
interespecifico de varias espécies de fungos. Esta regiao
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tem sido proposta como um marcador potencial de
“barcode” para fungos (SCHOCH et al., 2012). Contudo,
apesar da regido ser amplamente empregada, o
sequenciamento de outras regides adicionais para se
chegar a resultados conclusivos sdo necessarias para a

melhor caracterizacao do patégeno O. neotectonae.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados observados, o agente
etiolégico da ferrugem da teca € O. neotectonae, sendo
identificado através das caracteristicas morfolégicas
comparadas com o descrito na literatura, e observacdes
de microscopia eletronica de varredura da estrutura e do
modo de penetracdo do patdégeno nas folhas de teca.

As  observacOes morfolégicas  permitiram
caracterizar os urediniésporos como pedicelados,
subglobosos, ovoéides a elipsdides, com coloracdes
variando do amarelo, amarelo alaranjado e marrom,
apresentando diferentes tamanhos.

A caracterizagdo molecular de O. neotectonae
através do sequenciamento da regido ITS do rDNA
sugeriu ser uma espécie pertencente a familia

Chaconiaceae.
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CAPITULO Il

OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE ALTERNATIVO
DA FERRUGEM DA TECA
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OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE ALTERNATIVO
DA FERRUGEM DA TECA

RESUMO
Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito dos Oleos

essenciais de capim-limdo (Cymbopogon citratus L.),
capim-citronela (Cymbopogon nardus L), mastruz
(Chenopodium ambrosioides L.) e noni (Morinda citrifolia
L.) na germinacdo de urediniésporos de Olivea
neotectonae, agente causal da ferrugem da teca (Tectona
grandis); verificar o efeito fitotbxico destes Oleos
essenciais em mudas de teca, bem como o uso dos 6leos
essenciais no controle da ferrugem em mudas de teca
aplicados de forma preventiva e curativa. Verificou-se que
o0 aumento das concentracbes dos Oleos essenciais
inibiram a germinagdo dos urediniosporos. O Oleo
essencial de noni e capim-limao inibiram 100% da
germinacdo dos urediniésporos, a partir das
concentracdes de 2 e 4 pyL mL?, respectivamente. No
entanto, no teste de fitotoxicidade estes 6leos essenciais,
quando aplicados em mudas de teca, causaram
fitotoxidez a partir das concentracdes de 2 e 1,5 uL mL™,

respectivamente. Foram identificados o0s constituintes
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guimicos majoritarios no Oleo essencial de folhas de
capim-limao o geranial (41,46%) e neral (32,43%), no
capim-citronela o citronelal (30,07%), no matruz o a—
terpinol (41,97%), e no 6leo essencial extraido a partir de
frutos de noni maduros foi o acido octandico (64,03%). A
aplicacdo de forma preventiva dos 6leos essenciais de
noni e capim-liméo apresentaram potencial de controle da
ferrugem da teca, pois foram observados os menores

valores de area abaixo da curva de progresso da doenca.

Palavras-chaves: Olivea neotectonae, Tectona grandis,

patologia florestal.

67



ESSENTIAL OILS IN ALTERNATIVE CONTROL OF
RUST TECA

ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate the effect of

essential oils lemongrass (Cymbopogon citratus L.),
citronella grass (Cymbopogon Nardus L), mastruz
(Chenopodium ambrosioides L.) and noni (Morinda
citrifolia  L.) on germination urediniospores Olivea
neotectonae, causal agent of rust teak (teak); check the
phytotoxic effect of these essential oils in teak seedlings,
as well as the use of essential oils in controlling rust in
applied teak seedlings preventive and curative manner. It
was found that increased concentrations of essential oils
inhibited germination urediniospore. The essential oil of
noni and lemongrass inhibited 100% germination of
urediniospores, from the concentrations of 2 and 4 uL mL-
1, respectively. However, phytotoxicity test these essential
oils, when applied teak seedlings, caused phytotoxicity
from the concentrations of 2 and 1.5 uL ml-1, respectively.
The majority chemical constituents were identified in the
essential oil of lemongrass leaves the geranial (41.46%)

and neral (32.43%), the grass citronella citronellal
68



(30.07%) in matruz the a- terpineol (41.97%) and essential
oil extracted from mature noni fruit was octanoic acid
(64.03%). The application preventively essential noni and
lemongrass oils showed potential of teak rust control
because the smaller values of area under the disease

progress curve were observed.

Keywords: Olivea neotectonae, Tectona grandis, forest
pathology.
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INTRODUCAO

Um dos principais problemas enfrentados pelos
produtores de teca (Tectona grandis L. f.) sdo as doencas
gue acometem a planta desde a fase de viveiro até as
plantas adultas. Dentre as principais doencas destaca-se
a ferrugem da teca, causada pelo fungo Olivea
neotectonae (=Chaconia tectonae T.S. & K. Ramark). Os
sintomas iniciam na superficie abaxial da folha, causando
manchas cloréticas que progridem rapidamente para
lesbes, que podem levar a necroses até a queima
generalizada nas folhas, e consequentemente, ocorre a
desfolha completa. Na parte abaxial pode-se observar
urédias pulverulentas de coloracdo amarela laranja devido
a formacdo intensiva de urediniésporos (ARGUEDAS,
2004; BONALDO et al., 2011).

Existem poucos estudos em relagdo ao controle
dessa doenca. No entanto, recomendam-se inspecdes
dos viveiros de producdo de mudas e erradicacdo das
plantas que apresentarem sintomas (FERRARI et al.,
2011), uma vez que, atualmente ndo existem fungicidas
registrados no pais recomendados para o controle dessa

doenca.
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Diversos estudos buscam métodos alternativos que
possam ser empregados para o0 controle de diversos
fitopatdgenos, que ndo afetam o meio ambiente e a saude
humana. Visando a utilizacdo de produtos naturais para
reduzir o impacto causado pelos agrotoxicos, encontram-
se 0 emprego de extratos vegetais, hidrolatos e 6leos
essenciais obtidos a partir de plantas medicinais,
aromaticas e condimentares (PEREIRA et al.,, 2006;
DHIMA et al, 2010). Pesquisas tém demonstrado
atividade fungitoxica de Oleos essenciais de diversas
espécies medicinais, bem como o efeito de constituintes
guimicos isolados dos mesmos (CHANG et al., 2008;
ABDOLAHI et al., 2010; CARLOS et al., 2010; BARBOSA
et al., 2011).

Considerando a importancia de se buscar
alternativas de controle sustentavel que possam contribuir
no manejo de doencas, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito dos Oleos essenciais de capim-
limdo (Cymbopogon citratus L.), capim-citronela
(Cymbopogon nardus L), mastruz (Chenopodium
ambrosioides L.) e noni (Morinda citrifolia L.) na
germinagdo de urediniésporos de Olivea neotectonae,
agente causal da ferrugem da teca (Tectona grandis);
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verificar o efeito fitotbxico destes 6leos essenciais em
mudas de teca, bem como o uso dos 6leos essenciais no
controle da ferrugem em mudas de teca quando aplicados

de forma preventiva e curativa.
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MATERIAL E METODOS

Producédo de mudas de teca

Sementes de teca provenientes de Caceres — MT,
foram semeadas em bandejas plasticas contendo uma
mistura de solo e substrato comercial na proporgao 2:1.
ApOGs a germinacgdo as plantulas foram transferidas para
sacos de poliestireno, contendo 2 kg de substrato,
composto de uma mistura de solo, esterco e substrato
comercial na propor¢cdo 2:1:1. A irrigacdo foi realizada

diariamente com o auxilio de regador manual.

Obtencéo dos uredinidésporos

Os urediniésporos de Olivea neotectonae foram
coletados a partir de folhas de teca infectadas,
apresentando sintomas de ferrugem, em plantio
experimental de teca, com plantas de dois a quatro anos
de idade, em area de Cerrado, no municipio de Gurupi-
TO. Em seguida, os urediniosporos foram removidos com
o auxilio de um pincel de cerdas macias, raspando-se
levemente sobre as urédias presentes nas folhas.

Posteriormente, foram depositados em frascos ambar de
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5 mL e armazenados em geladeira a -2°C por um periodo
méximo de uma semana.
Coleta do material vegetal e obtencdo dos Oleos
essenciais

As folhas de capim-limao (Cymbopogon citratus L.),
capim-citronela (Cymbopogon nardus L) e mastruz
(Chenopodium ambrosioides L.) foram coletadas no
municipio de Gurupi - TO, e desidratadas a temperatura
ambiente durante cinco dias. Frutos maduros de noni
(Morinda citrifolia L.) foram coletados na regido do estudo,
submetidos a assepsia e cortados em pequenos cubos.
Para a extracdo dos 6leos essenciais utilizou-se 200 g de
cada material vegetal. A extracdo do Oleo essencial foi
realizada pelo método de hidrodestilacdo, utilizando-se o
Clevenger, submetido a fervura por um periodo de duas
horas. ApGs a extracdo, o Oleo essencial foi coletado na
forma de sobrenadante com o auxilio de uma micropipeta,
depositado em frascos ambar, devidamente identificados
e armazenados em geladeira a 4°C (SEIXAS et al., 2012,

adaptado).
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Inibicdo da germinacao de urediniéosporos in vitro

Para avaliar o efeito dos 6leos essenciais sobre a
germinacdo de O. neotectonae, foram coletados
urediniésporos a partir de folhas de plantas de teca com
sintomas de ferrugem e preparada uma solucéo
concentrada a 1 x 10% urediniésporos mL?l. Foram
testados os O6leos essenciais de capim-limédo, capim-
citronela, mastruz e noni nas concentra¢des de 0,25, 0,5,
0,75, 1, 1,25, 1,5, 1,75, 2 e 4 yL mL*. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 x 9 (quatro tipos 6leos essenciais e
nove concentragbes), com quatro repeticbes. Para a
comparacao dos resultados, foi utilizado como tratamento
controle apenas agua destilada.

Os Oleos essenciais foram misturados em uma
solucéo de agua destilada estéril + surfactante Tween 80
(1%) para a sua completa dissolugdo. Em frascos de 10
mL foram adicionados 0,05 mL da solugcdo de 6leo
essencial nas diferentes concentracdes e, em seguida,
foram depositados 0,05 mL da suspensdo de
urediniésporos a 1x10° urediniésporos mL1. Os frascos
foram armazenados em camara escura a 25°C + 2°C, por
48 horas.
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AplOs o periodo de incubacéo, foi realizada a
avaliacdo mediante contagem de uredinidsporos
germinados e nao germinados, sendo um total de 400
urediniésporos contados para cada tratamento (100
urediniésporos por repeticdo), com o auxilio de
microscopio binocular. Foram considerados germinados
aqueles urediniésporos que apresentavam tubo
germinativo com comprimento superior ao tamanho do

urediniésporo avaliado.

Teste de fitotoxicidade

A partir do teste de germinacéo de urediniésporos
foram selecionados os 6leos essenciais de capim-liméo e
noni para efetuar o teste de fitotoxicidade em mudas de
teca, utilizando-se as mesmas concentragdes, descritas
no ensaio anterior (0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25, 1,5, 1,75, 2 e
4 yL mL1). O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 9 (6leos
essenciais de capim-lim&o e noni, e nove concentracdes),
com trés repeticbes. Para a comparacdo dos resultados,
foi utilizada uma testemunha com a aplicagéo de apenas

agua destilada nas mudas.
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As diferentes concentracfes dos 6leos essenciais
foram obtidas diluindo-se separadamente, o 6leo
essencial a uma solucdo de &gua destilada estéril +
surfactante Tween 80 (1%), e em seguida, agitadas até a
completa homogeneizacdo. Para a aplicacdo dos Oleos
essenciais foram utlizados borrifadores manuais
contendo 30 mL de solugdo. As plantas foram
pulverizadas até o ponto de escorrimento e mantidas a
25°C £ 2°C durante 24 horas. Decorridas as 24 horas, foi
efetuada a avaliacdo de fitotoxicidade adotando-se a
escala de notas adaptada de Dequech et al. (2008),
Freitas et al. (2009) e Cogliatti et al. (2011), onde: 0% =
auséncia de fitotoxicidade; 1 - 25% = leve necrose nas
folhas ou leve clorose da planta; 26 — 50% = necrose
moderada nas folhas ou clorose moderada da planta; 51
— 75% = alta necrose nas folhas ou alta clorose da planta;

76 — 100% = murcha e ressecamento da planta.

Anédlises cromatograficas dos 6leos essenciais

As analises qualitativas e quantitativas dos 6leos
essenciais foram realizadas por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massa CG-EM. O
cromatografo utilizado foi o modelo Shimadzu GC-210
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equipado com detector seletivo de massa modelo QP2010
Plus. O equipamento foi operado nas seguintes
condigdes: coluna capilar de silica fundida RTX-5MS (30
m x 0,25 mm x 0,25 uym de espessura de filme); com a
programacao da temperatura na coluna: 60 — 240°C (3°C
min-1); temperatura do injetor: 220°C; gas carreador hélio;
injecdo splitless com volume injetado de 1 pL de uma
solucdo 1:1000 em hexano. Para o espectrometro de
massas (EM), foram utilizadas as seguintes condicdes:
energia de impacto de 70 eV, temperatura de fonte de ions
e da interface: 200°C. Foi injetada, nas mesmas
condicbes das amostras, uma série homéloga de n-
alcanos (CoHo....... Ca26Hs4). Os espectros obtidos foram
comparados com o banco de dados da biblioteca Nist e
Wiley 229 e o indice de retencdo, calculado para cada
constituinte, foi comparado com o indice de retencéo
tabelado, de acordo com Adams (2007).

A quantificacdo dos teores dos compostos foram
expressos em porcentagem tendo como base a
normatizacdo de é&reas, que foram obtidas mediante
cromatégrafo gasoso equipado com um detector de
ionizacdo de chamas (DIC), por meio de aparelho
Shimadzu GC-210, nas seguintes condi¢cdes: coluna
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capilar RTX-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um de
espessura de filme); temperatura do injetor: 220°C;
temperatura do DIC: 300°C; com programacéo da coluna:
temperatura inicial de 60°C com uma taxa de aquecimento
de 3°C mint até 240°C, em seguida, passando para uma
taxa de aquecimento de 10°C min?! até 300°C,
permanecendo nessa temperatura por 10 min; gas de
arrastre nitrogénio ( 1,18 mL min); taxa de Split 1:50;
pressao na coluna de 115 KPa e volume injetado de 1 pL

de uma solucéao 1:1000 em hexano.

Controle preventivo e curativo da ferrugem dateca in
vVivo
A partir dos resultados obtidos no teste in vitro e
de fitotoxicidade, foram estabelecidas para a implantacéo
dos ensaios de controle preventivo e curativo, diferentes
concentragdes de 0Oleos essenciais de noni e capim liméo,
em funcdo da concentracdo de Oleo essencial que
apresentou a minima fitotoxidez as mudas de teca. Para
0 6leo essencial de noni utilizou-se as concentragdes:
0,25, 0,5,0,75, 1, 1,25,1,5,1,75,2 e 4 yL mL e para o
O0leo essencial de capim-limdo estabeleceu-se as
concentracobes: 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25,1,5e 1,75 yL mL-
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1, Como testemunha utilizou-se apenas agua destilada.
Adotou-se o0 delineamento experimental inteiramente
casualizado, em esquema fatorial, com trés repeti¢oes.

As concentracbes dos 6leos essenciais foram
preparadas como descrito anteriormente no teste de
fitotoxicidade. A solucao de uredinidsporos foi preparada,
adicionando-se 3 g de uredinidsporos a 500 mL de &gua
destilada, homogeneizada em agitador magnético. Em
seguida, foi realizada a quantificacdo dos urediniésporos
em camara de Neubauer, ajustando-se a concentracdo a
10° urediniésporos mL™.

Para o ensaio do controle preventivo foram
utilizadas trés mudas de teca completamente sadias,
apresentando cinco folhas cada planta, nas quais foram
previamente aplicadas 20 mL de solugdo dos Oleos
essenciais de noni e capim-limao nas suas respectivas
concentragfes, até o ponto de escorrimento da solucéo,
utilizando-se pulverizador manual. Apos 24 horas foi
efetuada a inoculacdo de 20 mL de solugcdo de
urediniésporos, por planta, utilizando-se pulverizador
manual. Apos a aplicacdo da solucdo de uredinidosporos

as plantas foram mantidas em camara umida por 48 horas

80



a 25°C x 2°C, proporcionando condi¢cfes adequadas para
o desenvolvimento do patogeno.

Aos dois dias ap0s inoculacdo, foram realizadas
cinco avaliacdes de severidade da doenca em intervalos
regulares de quatro dias, adotando-se a escala de notas
adaptada por Santos et al. (2005) onde: 0 = planta sadia;
1 = menos de 1% da area foliar doente; 3 =1 a 5% da area
foliar doente; 5 = 6 a 25% da area foliar doente; 7 = 26 a
50% da area foliar doente; 9 = mais que 50% da area foliar
doente. A partir do valor médio de percentual da area foliar
doente correspondente a cada nota na escala de notas de
severidade de doenca foi calculada a area abaixa da curva
de progresso da doenca (AACPD), segundo Shaner e
Finney (1977).

No ensaio do efeito curativo foram aplicadas 20 mL
de solucdo das diferentes concentracdes dos Oleos
essenciais de noni e capim-limao em folhas de mudas de
teca, apresentando sintomas de ferrugem com nota de
severidade da doenca em grau 1, sendo menos de 1% da
area foliar doente. Aos quatro dias ap0s inoculagéo,
foram realizadas cinco avaliagcbes de severidade da

doenca, em intervalos regulares de quatro dias, adotando-

81



se a escala de notas descrita anteriormente (SANTOS et
al., 2005).

Os dados obtidos no ensaio in vitro e in vivo da
inibicdo da germinacao e no controle preventivo e curativo
in vivo foram submetidos a analise de regressdo com

auxilio do programa computacional Sigma Plot.10.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Inibicdo da germinacgao de urediniésporos in vitro

Em relagdo a germinagdo de urediniosporos de O.
neotectonae, ndo ha relatos na literatura quanto ao efeito
inibitério proporcionado a partir da utilizacdo de Oleos
essenciais. Na figura 1, verificou-se que o0s Oleos
essenciais de noni, mastruz, capim-limdo e capim-
citronela inibiram a germinacdo dos urediniésporos
conforme aumentou-se as concentracdes dos O6leos
essenciais.

O 6leo essencial de frutos de noni e capim-limao
inibiram completamente a germinacao de urediniésporos
a partir das concentracbes de 2 e 4 yL mL?
respectivamente. Embora, exista caréncia de informacdes
sobre a atividade biolégica do 6leo essencial de frutos de
noni em fungos fitopatogénicos, Sahoo et al. (2012)
observaram o potencial fungitéxico do extrato de folhas de
noni sobre diferentes espécies fungicas consideradas
importantes fitopatdgenos em diversas culturas. Quanto a
atividade fungitdéxico do 6leo essencial de capim-liméao,
pesquisas tem apontado que seu constituinte majoritario

citral (geraniale + neral) tem demostrado potencial na
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inibicdo de crescimento micelial de fitopatégenos, que
segundo Guimaraes et al. (2011) evidencia a atividade
fungitoxica e a importancia desse constituinte na atividade

do Oleo essencial de capim-liméao.
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Figura 1. Porcentagem de germinacdo de urediniésporos de
Olivea neotectonae submetidos a diferentes concentracfes dos
6leos essenciais (0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25, 1,5, 1,75, 2 E 4 uL
mL-1) de noni (Morinda citrifolia L.), mastruz (Chenopodium
ambrosioides L.), capim-limdo (Cymbopogom citratus L.) e
citronela (Cymbopogom nardus L.). ** significativo pela teste F
a ao 1% de probabilidade.
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A germinacao de urediniésporos de O. neotectonae
sob o efeito de doses crescentes de Oleos essencias de
mastruz e capim-citronela, apresentou decréscimo,
atingindo na maior concentracdo (4 yL mL?), percentual
de germinacéao de 7,69 e 9,52%, respectivamente. Pereira
et al. (2012), demostraram in vitro a inibicdo de
germinacao de uredinidosporos de Hemileia vastatrix sob
efeito do 6leo essencial de capim-citronela. Kumar et al.
(2007) constataram que o 6leo essencial de mastruz
apresentou amplo espectro fungitéxico, inibindo
completamente o crescimento micelial de Aspergillus
fumigatus, Botrydiplodia  theobromae, Fusarium
oxysporum, Pythium debaryanum e Sclerotium rolfsii.
Borges et al. (2013) testando o efeito fungitéxico do
extrato de folhas de mastruz, observaram 54,25% de
inibicdo de germinacado de uredinidsporos de Phakopsora
pachyrhizi.

Efeito fitotoxico dos 6leos essenciais de noni e capim-
limao em plantas de teca

Observou-se que 0 aumento nas concentracdes
dos o6leos essencias de noni e capim-limdo causaram
fitotoxidez em mudas de teca a partir das concentracoes
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de 1,5e 2 yL mL™?, respectivamente (Figura 2). O principal
sintoma de fitotoxicidade nas plantas de teca foi o

surgimento de necroses, principalmente nas nervuras

foliares.
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Figura 2. Percentagem de area foliar afetada pela fitotoxicidade de
diferentes concentra¢des (0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25, 1,5, 1,75, 2 e 4 yL
mL?) dos 6leos essenciais de capim-limao (Cymbopogom citratus L.)
e noni (Morinda citrifolia L.) em plantas de teca. ** significativo pela
teste F a ao 1% de probabilidade.

O oOleo essencial de noni apresentou baixa

fitotoxicidade as mudas de teca nas concentracdes de 2 e
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4 uL mL com percentuais de area foliar afetada de 8,3 e
16,7%. O oOleo essencial de capim-limao apresentou maior
fitotoxicidade as mudas de teca do que o 6leo essencial
de noni. Nas concentracdes de 1,5 e 1,75 yL mL* de 6leo
essencial de capim-limao houve leve necrose nas folhas,
afetando 25% da area foliar. Na concentragdo de 2 yL mL-
1 a area foliar afetada foi de 33,3%, apresentando necrose
moderada. A concentracdo de 4 yL mL? promoveu alta
necrose nas folhas com 58,3% de area foliar afetada.

As necroses decorrentes da acao fitotoxica do 6leo
essencial reduzem a area foliar interferindo no processo
fotossintético, e consequentemente, impedindo a
producéo de fotoassimilados. Na literatura, sdo poucos 0s
estudos que discutem o efeito fitotoxicos dos 6leos
essenciais sobre espécies florestais, principalmente a
teca. Em outras culturas, como olericolas e anuais
diversos trabalhos ja foram desenvolvidos. Sarmento-
Brum et al. (2014), ao avaliar fitotoxicidade do oleo
essencial de capim-limdo em plantas de melancia
(Citrullus lanatus), feijao (Phaseolus vulgaris L.) e arroz
(Oryza sativa) observaram que na concentracédo de 0,5%

nao foi fitotoxico para as plantulas destas culturas.
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Mesmo se tratando de uma espécie florestal
caducifdlia, o teste de fitotoxicidade é muito importante em
estudos do potencial de uso de 0leos essenciais no
controle alternativo de doencas ainda em viveiros. Na
maioria dos estudos, o0s resultados promissores
apresentados nos testes in vitro nem sempre Ss&o
extrapolados para os testes in vivo, principalmente devido
aos danos que os 6leos essenciais ocasionam na planta.
Neste caso, os testes de fitotoxicidade servem de base
para a definicdo de doses que podem ser aplicadas nas

plantas sem provocar injarias.

Analises cromatograficas dos 6leos essenciais
Na tabela 1 observa-se a constituicdo quimica dos
Oleos essenciais de capim-limdo, noni, capim-citronela e
mastruz. Foram identificados os constituintes majoritarios
geranial (41,46%) e neral (32,43%) no 6leo essencial de
capim-limao; o acido octanoico (64,03%) no Oleo
essencial de frutos de noni; citronelal (30,07%), geraniol
(19,15%) e citronelol (11,68%) no o6leo essencial de
capim-citronela; e no 6leo essencial de matruz foram
identificados o o-terpinol (41,97%), a-terpineno
(18,78%), p-cinemo (16,11%) e iso ascaridol (15,9%).
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Tabela 1. Constituintes quimicos dos 6leos essenciais de
capim-liméo (Cymbopogom citratus L.), noni (Morinda citrifolia
L.), citronela (Cymbopogom citratus L.) e mastruz
(Chenopodium ambrosioides L.) identificados por CG/EM e
seus respectivos teores expressos em percentagem. Gurupi-
TO, 2016.

Oleo essencial de capim-lim&o

Constituintes TR IR (%)
Mirceno 7,742 986 9,73
(2)-B-ocimeno 9,344 1020 0,32
(E)-B-ocimeno 9,753 1029 0,16
Linalol 11,845 1074 1,64
Neral 17,885 1209 32,43
Geraniol 18,375 1220 4,52
Geranial 19,233 1239 41,46
2-undecanona 20,099 1359 0,35
Geranil acetato 23,737 1443 0,42
E-Cariofileno 31,997 1641 0,17
Outros - - 8.8
Total 100

Oleo essencial de noni

Constituintes TR IR (%)
2-heptanona 5,013 927 0,14
Hexanoato de metilo 5,787 944 1,08
Etil-hexanoato 7,996 991 0,5
Acido hexandico 8,688 1006 8,64
Butandico, éster 4-pentenilo 10,395 1043 0,19
Octamoate metil 12,755 1094 5,35
Acetato octanoato 15,846 1163 3,58
Acido - octanéico 17,413 1198 64,03
Hexanoato de 4-pentene 18,602 1225 4.3
Acido decandico, éster etilico 21,39 1288 0,19
Acido butandico, 3-metil 26,995 1420 10,16
Hexil Caprilato 31,939 1540 0,37
Outros - - 100
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Oleo essencial de capim-citronela

Constituintes TR IR (%)
Limoneno 9,157 1070 2,53
Linalol 11,852 1074 0,5
Citronelal 14,100 1124 30,07
Isopulegol 14,378 1131 0,33
Citronelol 17,314 1196 11,68
Geraniol 18,412 1221 19,15
Geranial 19,094 1236 0,21
Acetato de Citronelol 22,476 1313 2,34
Acetato de Geraniol 23,704 1342 2,54
B-Elemeno 24,191 1354 2,31
a—Humeleno 26,917 1418 0,11
a—Muroleno 26,727 1413 0,13
Germacreno 27,967 1443 1,88
B-Selineno 28,302 1451 0,13
a—Muroleno 28,703 1461 0,34
y-Cadineno 29,283 1474 1,19
Delta Cadineno 29,488 1479 2,35
a—Elemol 30,735 1510 10,76
y-Eudesmol 33,922 1588 0,66
o—Muurolol 24,293 1341 0,33
a—Cadinol 34,711 1608 5,13
B-Elemol 35,477 1628 0,87
Outros - - 100

Oleo essencial de mastruz

Constituintes TR IR (%)
a—Terpineno 8,751 1007 18,78
p-cinemo 9,026 1013 16,11
Limoneno 9,171 1016 0,38
Terpineno 10,228 1040 0,55
Linalol 11,871 1075 0,13
Trans-p-2,8-menthadien-1-ol 12,838 1096 0,07
Cyclooctanone 13,261 1106 0,55
a—Benzenometanol 15,653 1159 0,26
1,4-Epidioxy-p-Menth-2-eno 17,141 1192 1,28
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a—Terpineol 18,009 1211 41,97

Ascaridole 18,194 1216 0,06
Oxido de piperitona 18,446 1221 0,45
z-Ascaridole 18,595 1225 1,23
Ascaridole 19,217 1239 0,22
3-Hexino-2,5-diol, 2,5-dimetil 19,413 1243 1,02
3-Hexino-2,5-diol, 2,5-dimetil 20,301 1281 0,61
Iso ascaridol 20,738 1286 15,9
Outros - - 100

TR=tempo de retencao; IR= indice de retencao calculado

Elevados teores de geranial e neral na composicéo
guimica do 6leo essencial de capim-limdo foram
observados por Pinto et al. (2014), com teor médio de
aproximadamente 51% e 36%, respectivamente. Farine et
al. (1996) identificaram como constituinte majoritario no
Oleo essencial de frutos de noni o &cido octandico com
58%. Em extratos de frutos de noni, ja foram identificados
um total de 160 compostos fitoquimicos, os quais a
maioria dos constituintes sdo compostos fenolicos, acidos
organicos e alcaldides (CHAN-BLANCO et al., 2006).

Os resultados de cromatografia do 6leo essencial
de capim-citronela foram semelhantes aos obtidos por
outros autores, Andrade et al. (2012) encontraram no 0leo
essencial de capim-citronela os constituintes majoritarios
citronelal (47,12%), geraniol (18,56%) e citronelol

(11,07%). Bai et al (2011) identificaram (Z)-ascaridole
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(27,27%), p-cymene (19,05%), isoascaridole (14,75%), a-
pinene (6,33%) e a-terpinene (5,12%) como 0s principias
compontentes do 6leo essencial de mastruz. Jaramillo et
al. (2012), também avaliando o 6leo essencial de matruz,
constataram que 0S compostos majoritarios foram a-
terpineno (60,29 %), seguido de p-cimeno (20,49 %), 4-
careno, (7,96 %) e trans-ascaridol (1,91 %).

Controle preventivo e curativo da ferrugem da teca

Observou-se que o aumento das concentracdes
dos 6leos essenciais de capim-limdo e noni, promoveu
reducdo na severidade da ferrugem da teca,
apresentando baixos valores de area abaixo da curva de
progresso da doenca (Figura 3 e 4).

O uso de 6leo essencial de capim-liméo foi muito
eficiente quando aplicado de forma preventiva em mudas
de teca, apresentando baixos valores de AACPD a partir
da concentracéo de 0,25 yL mL, e auséncia de qualquer
sintoma caracteristico de ferrugem nas concentracdes de
1,5 e 1,75 pyL mL? (Figura 3). Verificou-se também,
comparando com o tratamento testemunha um bom nivel
de controle quando o 6leo essencial foi aplicado de forma
curativa, porém, houve o desenvolvimento de lesbes
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mesmo quando se utilizou a maior concentracao de 6leo

essencial (1,75 yL mL™?).
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Figura 3. Area da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) da
ferrugem da teca sob diferentes concentracbes do 6leo
essencial de capim-limédo (Cymbopogom citratus L,) (0,25,
0,50, 0,75, 1, 1,25, 1,5, e 1,75 yL mL?). ** significativo pela
teste F a ao 1% de probabilidade.

Com relagéo ao oleo essencial de noni, observou-
se efeito semelhante ao verificado nas avaliagdes com o
O0leo essencial de capim-limdo, porém, com maior
eficiéncia de controle da ferrugem pelo 6leo essencial de

capim-limao aplicado de forma preventiva. Verificou-se
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gue o controle preventivo do 0leo essencial de frutos de
noni, inibiu a proliferacdo do patdégeno, levando a
auséncia de qualquer sintoma de ferrugem apenas na
concentracdo de 4 yL mL?, enquanto que no controle
curativo, houve o desenvolvimento do patdégeno com a
presenca de sintomas de ferrugem em todas as
concentracOes testadas (Figura 4)
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Figura 4. Area da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) da
ferrugem da teca sob diferentes concentracdes do 6leo essencial de
noni (Morinda citrifolia L,) (0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25,1,5,1,75,2e 4
uL mL7). ** significativo pela teste F a ao 1% de probabilidade.
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No controle preventivo o 6leo € aplicado antes de a
infecgdo ocorrer nos tecidos da planta. Desta forma,
provavelmente, o 6leo essencial funciona como uma
barreira impedindo a germinacdo e penetracdo do tubo
germinativo do patdgeno na superficie das folhas. Com
relacdo a diferenca de eficiéncia de controle verificada
entre os 6leos essenciais de capim-lim&o e noni, pode ser
atribuida ao fato do constituinte majoritario do noni (acido
octandico) ser bastante volatil gquando em contato com o
ar livre, e assim, devido a esta caracteristica,
possivelmente apresentou baixo efeito residual em
relacdo ao geranial, constituinte majoritario do 6leo
essencial de capim-liméo.

A utilizacdo de o6leos essenciais na reducdo da
severidade da ferrugem da teca em condicbes de campo
€ escassa, sendo provavelmente este o Unico estudo a ser
reportado até o momento. Resultados semelhantes ao
obtido neste estudo tém relatado a eficiéncia de 6leos
essenciais no controle de doencas em outros
patossistemas. Medice et al, (2007) verificaram que os
Oleos essenciais de eucalipto citriodora (Corymbia
citriodora), capim-citronela (Cymbopogon nardus), nim
(Azadirachta indica) e tomilho (Thymus vulgaris)
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retardaram o desenvolvimento da ferrugem asiatica da
soja (P. pachyrhizi) em casa vegetacdo. Pereira et al,
(2012), avaliando Oleos essenciais de canela
(Cinnamomum zeylanicum), capim-citronela
(Cymbopogon nardus), capim-limdo (Cymbopogon
citratus), cravo-da-india (Syzygium aromaticum), arvore-
de-cha (Melaleuca sp,), tomilho (Thymus vulgaris), nim
(Azadirachta indica) e eucalipto (Corymbia citriodora) para
o controle da ferrugem do cafeeiro, causada pelo
patdégeno Hemileia vastatrix, constataram que todos 0s
6leos promoveram o controle parcial da doenca.

O controle parcial da ferrugem da teca promovido
pela aplicacdo dos Oleos essenciais neste estudo,
possivelmente, se deve a presenca de compostos toxicos
em grande quantidade nos Oleos essenciais utilizados,
gue tem a capacidade de induzir um efeito protetor, Por
outro lado, os outros compostos em menores quantidades
podem estar contribuindo indiretamente para o controle da
doenca, mediante a inducdo de reposta de defensa da
planta. Para poder confirmar esta hipotese é preciso
outros estudos visando a quantificacdo de enzimas
relacionadas a defesa da planta apos a aplicacdo destes
oOleos.
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Como existem poucos estudos em relacdo ao
controle da ferrugem na teca, o uso dos 6leos essenciais
torna-se uma alternativa, principalmente quando aplicado
em mudas ainda nos viveiros, evitando o desenvolvimento
inicial do patégeno na planta, e consequentemente, o

progresso da doencga.
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CONCLUSOES

Os Oleos essenciais de capim-limao, citronela,
mastruz e noni apresentaram efeito inibitério na
germinagcdo de urediniésporos de Olivea neotectonae,
destacando-se os Oleos essenciais de noni e capim-liméo,
gue a partir das concentracdes de 2,0 e 4,0 yL mLY,
respectivamente, inibiram 100% a germinagdo dos
urediniésporos.

A aplicacdo de oleo essencial de capim-limao e
noni em mudas de teca causaram fitotoxidez a partir das
concentracdes de 1,5 e 2,0 yL mL%, respectivamente, com
o surgimento de leve a moderada necroses das folhas.

Os constituintes majoritarios encontrados no 6leo
essencial de capim-lim&o foram geranial (77,60%) e neral
(32,42). No Oleo essencial de noni, o constituinte
majoritario encontrado foi o acido octanoico (64,03%), no
O0leo essencial de capim-citronela foram citronelal
(30,07%), geraniol (19,15%) e citronelol (11,68%) e no
Oleo essencial de matruz foram o a—terpinol (41,97%), a—
terpineno (18,78%), p-cinemo (16,11%) e iso ascaridol
(15,9%).

A aplicacdo preventiva dos 6leos essenciais de
capim limdo e noni nas mudas de teca mostrou-se mais
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eficaz na prevencdo da ferrugem quando comparada a

aplicacao de forma curativa.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demostrou a importancia da
utilizacdo das ferramentas de analises de microscopia
eletronica de varredura assim como analises moleculares
para a identificacdo do fungo Olivea neotectonae agente
causal da ferrugem da teca.

Os Oleos essenciais de capim-limdo e noni
demostraram capacidade fungitdxica a O. neotectonae. e
no controle preventivo nas concentragées 0,25 uL mL* foi
eficaz na reducéo da severidade da ferrugem em mudas

de teca.
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