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RESUMO

RODRIGUES, Savana Lemes. Ferrugem da Teca (Tectona grandis Linn F.) no Estado do
Rio de Janeiro. 2021. 51p. Dissertacao (Mestrado em Fitossanidade e Biotecnologia Aplicada).

Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2021.

Os povoamentos florestais de espécies exdticas no Brasil sdo utilizados no reflorestamento, na
recuperagdo de areas degradadas e na producdo de madeira para fins comerciais promovendo
desenvolvimento econdmico e social. Estas espécies, assim como a Tectona grandis Linn F.,
sao alvos de ataques de organismos patogénicos que reduzem sua produtividade. Nesse cendrio,
este trabalho teve como objetivo identificar o agente etioldégico da “Ferrugem da Teca”,
determinar a patogenicidade em diferentes espécies botinicas da familia Lamiaceae e avaliar a
incidéncia mediante variaveis climatoldgicas em Seropédica, estado do Rio de Janeiro. A
caracterizacdo morfoldgica foi realizada por meio de andlise das estruturas fingicas e permitiu
identificar o fitopatégeno como Olivea tectonae (Racib.) Thirum. A analise molecular do fungo
originou um amplicon de 600 pb. As mudas das distintas espécies inoculadas foram observadas
e ndo apresentaram qualquer sinal ou sintomas do patégeno. O Postulado de Koch foi cumprido
e confirmou-se a similaridade com O. tectonae, tendo como sinal pustulas contendo esporos
amarelo alaranjados na face abaxial da folha, e sintomas como lesdes clordticas, necréticas e
queima foliar. A incidéncia da doenga aumentou, significativamente, ao longo do tempo nos
meses de avaliagdo para os anos de 2018, 2019 e 2020. As correlagdes entre o Numero de
pustulas e a Velocidade do Vento, nos anos de 2018, 2019 ¢ 2020 (rho=0,0608 ¢ p-
value=0,7667, rho=0,3321 e p-value=0,0761, rho=0,0605 ¢ p-value=0,7339, respectivamente)
foram positivas e ndo significativas, todavia, todas as correlagdes entre o Nuimero de pustulas
e a Temperatura do Ar foram negativas e significativas. Para o Numero de pustulas e a
Precipitagéo as correlagdes foram negativas, porém, apenas para os anos de 2019 (rho=-0,5744
e p-value=0,0009) e 2020 (rho=-0,3793 e p-value=0,0269) tiveram significancia. Por fim, entre
o Numero de pustulas e a Umidade Relativa do Ar ocorreu significancia somente para 2019
(rho=-0,4478 e p-value=0,0138). A precipitagdo, hipoteticamente, pode ter influenciado a
germinagdo dos uredinidsporos e iniciado o processo de infec¢ao nas folhas de teca, além disso,
é provavel que a velocidade do vento tenha favorecido a disseminagdo dos esporos. E complexo
encontrar métodos eficazes para o controle dessa patologia, j& que ndo existem fungicidas
registrados no pais. Porém, diante dos resultados encontrados pode-se adequar o manejo da
cultura a fim de diminuir o indculo, conviver com a doenca de forma estratégica para que o
produtor tenha menos prejuizo, empregando métodos preventivos como a utilizagdo de
hiperparasitas.

Palavras-chave: Incidéncia, Olivea tectonae, PCR, urenidiosporos.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Savana Lemes. Teak rust in the State of Rio de Janeiro. 2021. 51p.
Dissertation (Masters in Plant Health and Applied Biotechnology). Institute of Biological and
Health Sciences, University Federal Rural of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2021.

The forest stands of exotic species in Brazil are used in reforestation, the recovering of degraded
areas and in the manufacturing of woods for comercial means promoting economic and social
development. These species, as well as the Tectona grandis Linn F., are the target of attacks of
patogenic organisms that reduce its production. In this scenario, this project had the objective
of identifying the etiological agent of the “Teakwood Rust”, to determine the pathogenicity in
different botanical species of the Lamiaceae family, and evaluate the incidence upon climate
variation in Seropédica, in the state of Rio de Janeiro. The morphological characteristic was
realized by means of analysis of the fungal structures and allowed the identification of the
phytopathogen as Olivea tectonae (Racib.) Thirum. The molecular analysis of the fungus
originated as amplicon of 600 pb. The sampling sprouts of the distinct inoculated species were
observed and did not present any sign or symptoms of the pathogen. The Koch Postulates were
fullfilled and confirmed the similarity with O. tectonae, having as a sign pustules with yelowish
orange spores on the baxial side of the leaf, and symptoms as chlorotic lesions, necrotic lesions
and leaf burn. The incidence of the disease increased significantly, as time went by in the
evaluating months of the years 2018, 2019 and 2020. The correlations between the Number of
pustules and Wind Speed in the years 2018, 2019 and 2020 (rho=0.0608 and p-value=0.7667,
rho=0.3321 and p-value=0.0761, rho=0.0605 and p-value=0.7339, respectively) were positive
and a non significant, however, all correlations between the Number of pustules and Air
Temperature were negative and significant. For the Number of pustules and Precipitation the
correlations were negative, however, only for the years 2019 (rho=-0.5744 and p-value=0.0009)
and 2020 (rho=-0.3793 and p-value=0.0269) had significance. Finally, between Number of
pustules and Relative Air Humidity occurred significance only for 2019 (rho=-0.4478 and p-
value=0.0138). The precipitation, hypothetically, might have influenced the germination of the
uredinospores and started the infection process in teak leaves, besides, it is likely that the wind
speed might have favored the dissemination of the spores. It is complex to find efficient
methods to control this pathology, since there are no registered fungicides found in the country.
However, facing the results found it is possible to adequate the planting handling in order to
decrease the inoculum, living with the disease in an strategic manner so that the producer may
have less loss, utilizing preventive methods such as the use of hyperparasites.

Key Words: Incidence, Olivea tectonae, PCR, urediniospores.

vil



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Arvores de Tectona grandis Linn F. (Lamiaceae) localizada no municipio de
Seropédica, Estado do Rio de Janeiro. Fotos: Savana L. Rodrigues...........cccceeevvvevieeeiieeennnennns 5

Figura 2. Localiza¢io da Area de Estudo, adaptado do Google Earth (2021). ..........co........... 14

Figura 3. Sintomas de ferrugem associados a espécie florestal Tectona grandis. (A-B) Arvores
adultas com queda precoce e severa das folhas; (C-D) Parte superior da folha com aspecto de
queima; (E-F) Parte inferior da folha com pustulas pulverulentas de esporos do patdégeno; (G-
H) Folhas secas caidas sob o solo totalmente revestidas pela massa de esporos e limbo com
aspectos de queima; (I-J) Frutos cobertos por esporos € com aspecto de queima. Fotos: Savana
L. ROAIIZUES ...ttt et ettt et e et esat e et e e sateeabeesabeenbeessaeenneans 19

Figura 4. (A) Face abaxial da folha de teca com detalhes das urédias de Olivea tectonae sob
observacdo em Microscopio Estereoscopico binocular (120x). (B) Lamina contendo
uredinidésporos amarelo-alaranjados sob observagdao em microscopio 6tico (100x). (C) Amostra
foliar sintomatica de teca com urediniésporos sob observacdo ao microscopio 6tico (200x).
Fotos: Savana L. ROAIIZUES........c.coooviiiiiiiiieiieeie ettt et esaesaaeenseenenas 20

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose a 1% contendo brometo de etidio do produto de
amplificagdo da regidao do DNA por PCR de Olivea tectonae com os “primers” ITS1 e ITS4.
(M) Marcador de massa molecular (1kb); (CN) Controle negativo da reacdo; Amostras das
quatro metodologias de pré-extragdo representadas pelas letras A, B, Ce D. .....ccceceeieniee. 22

Figura 6. Ensaio de patogenicidade: Vasos acondicionados com mudas das espécies de
Lamiaceae ap6s 15 dias de inoculagdo. (A) Clerodendrum quadriloculare (Blanco) Merr.); (B)
Lavandula angustifolia Mill.; (C) Mentha spicata L.; (D) Ocimum americanum L.; (E) Ocimum
basilicum L.; (F) Ocimum gratissimum L.; (G) Origanum vulgare L.; (H) Plectranthus
barbatus Andrews; (I) Rosmarinus officinalis L.; (J) Salvia officinalis L.; (K) Melissa
officinalis L. Fotos: Savana L. ROAIIZUES .........ccccciriiiririinieieiieieieeie e 24

Figura 7. Ensaio de patogenicidade: Folhas das mudas submetidas a cAmara imida apos 15
dias de inoculagdo. (A) Clerodendrum quadriloculare (Blanco) Merr.); (B) Lavandula
angustifolia Mill.; (C) Mentha spicata L.; (D) Ocimum americanum L.; (E) Ocimum basilicum
L.; (F) Ocimum gratissimum L.; (G) Origanum vulgare L.; (H) Plectranthus barbatus
Andrews; (I) Rosmarinus officinalis L.; (J) Salvia officinalis L.; (K) Melissa officinalis L.
Fotos: Savana L. ROATIGUES.........ccciiiiiiiiiiie ettt e 25

Figura 8. Vasos contendo mudas de Tectona grandis apds 15 dias de inoculagdo. As mudas
inoculadas com o fungo estdo representadas pelos numeros 1, 2, 3, sendo 4 a testemunha. Foto:
Savana L. ROAIIGUES.....c..eoiiiiiiiiiieiee ettt ettt ettt e seneebeesneeenne 25

Figura 9. Folhas das mudas de teca apos 15 dias de inoculagao. (A-B) Face adaxial e abaxial
sintomatica da muda 1; (C-D) Face adaxial e abaxial sintomatica da muda 2; (E-F) Face adaxial
e abaxial sintomatica da muda 3; (G-H) Face adaxial e abaxial assintomatica da muda 4
(testemunha). Fotos: Savana L. ROAIIGUES ........ccceeviiiiiiiieiieceeeceeee e 26



Figura 10. Curvas epidémicas do processo de incidéncia da “Ferrugem da Teca” causada por
Olivea tectonae em 2018, 2019 ¢ 2020, no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

Figura 11. Box Plot contendo limites inferiores e superiores do Numero de esporos de Olivea
tectonae em plantas de Tectona grandis em fungdo dos meses avaliados em 2018, utilizando a
mediana (linha horizontal no centro da caixa), para o municipio de Seropédica, Estado do Rio
A€ JANCITO. ...ttt ettt et e b e et esht e et e e bt e et e e ateeabe e neeeateen 28

Figura 12. Box Plot contendo limites inferiores e superiores do Numero de esporos de Olivea
tectonae em plantas de Tectona grandis em fungido dos meses avaliados em 2019, utilizando a
mediana (linha horizontal no centro da caixa), para o municipio de Seropédica, Estado do Rio
A€ JANCITO. ..ttt ettt et s e ettt e h e bt et et e bt et eh e bt et et 29

Figura 13. Box Plot contendo limites inferiores e superiores do Numero de esporos de Olivea
tectonae em plantas de Tectona grandis em fun¢do dos meses avaliados em 2020, utilizando a
mediana (linha horizontal no centro da caixa), para o municipio de Seropédica, Estado do Rio
A€ JANCITO. ..ottt et e at e e bt et e et e e s abeeab e e ebte et e e eateenbeenneeenneen 29

Figura 14. Comparagdo da quantidade de pustulas contidas em folhas de Tectona grandis com
a Temperatura do Ar (°C), Umidade Relativa do Ar (%), Precipitagdo (mm) e Velocidade do
Vento (m/s) durante os meses avaliados em 2018, no municipio de Seropédica, Estado do Rio
A€ JANCITO. ...ttt ettt et b et e a et e e eat e bt et en e b et enee e 30

Figura 15. Compara¢ao da quantidade de pustulas contidas em folhas de Tectona grandis com
a Temperatura do Ar (°C), Umidade Relativa do Ar (%), Precipitagdo (mm) e Velocidade do
Vento (m/s) durante os meses avaliados em 2019, no municipio de Seropédica, Estado do Rio
A€ JANCITO. ..ttt ettt ettt b et st na et eb e sa et 31

Figura 16. Comparagdo da quantidade de pustulas contidas em folhas de Tectona grandis com
a Temperatura do Ar (°C), Umidade Relativa do Ar (%), Precipitacdo (mm) e Velocidade do
Vento (m/s) durante os meses avaliados em 2020, no municipio de Seropédica, Estado do Rio
A& JANCITO. ...ttt et ettt ettt b e st e st et e b st ens 32

Figura 17. Folhas de Tectona grandis Linn F. apresentando pustulas de Olivea tectonae e
esporos pretos de hiperparasita fiingico na face abaxial. Fotos: Savana L. Rodrigues............. 36

Figura 18. Acaro micofago Tarsonemus sp. (A) sob observagio em microscopio otico (1000x)
(B) sob observacdo em microscopio 6tico com oleo de imersdao (1000x). Foto: Savana L.
ROGIIGUES ...ttt ettt e et e et e e et e e estaeesssaeeessaeessseeesssaeensseeesseesnnseennnes 36

iX



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Lista de espécies da familia Lamiaceae contendo nome vulgar, utilizadas no Teste de
PatogeniCidade. .......vieeeieeciiiecee e e e b e e e earee e aaeeenees 14

Tabela 2. Lista de espécies botanicas contendo nome vulgar e familia existentes proxima a area
dos individuos de Tectona grandis Linn F. ............cccoooiiiiiiiiiiiieceeeeeeeee e 16

Tabela 3. Valores de Limite Inferior, Mediana e Limite Superior obtidos nos meses de
avaliacdo para os anos de 2018, 2019 € 2020.......c..eeeciieeiiieeieeeee et e 27

Tabela 4. Correlacdo entre o Numero de pustulas e as variaveis climaticas nos anos de 2018,
2019 € 2020, ..oneieeieeieiieieiest ettt ettt ettt e b e beeteereeteeseesa e b et e ebeeteereereeseenes 33

Tabela 5. Médias de Temperatura, Umidade do ar, Velocidade do Vento e Precipitagdo para o
més de junho nos anos de 2018, 2019 e 2020. Fonte: INMET. ........ccccoiiiiiiiinniiniiieeeeee, 34



SUMARIO

1. INTRODUGAO ... 1
2. REVISAO DE LITERATURA .....c.oeumtiriiintierireeineiesie e sssssesie e ssseseesens 3
2.1 Tectona grandis Linn F..........ccoccoiiiiiiiiiiiiceeie ettt e 3
2.2 Distribuiga0 GEOGIATICA ... .eeiiiiiiiciiieeiiee ettt e e e e e eereeenaaeeens 3
2.3 Caracteristicas € USOS da €SPECIC......ecerurieeriireeiiieeeiieeeiieeeieeesieeesreeesereeessaeeesaseesnaseeens 4
2.4  Problemas Fitossanitarios em Tectona grandis no Brasil.............cccccceeveeeieciiiienneennen. 6
2.5  Agente causal da Teca - Olivea tectonae (Racib.) Thirum. 1949 ...........cccovevvenennn. 8
2.6 Distribuig0 da dOCNIGA. ........eeecuviieiiieeiieeeiee et et 10
2.7  Técnica de Diagnostico Molecular — PCR (Polymerase Chain Reaction)................ 10
3. OBIETIVOS. ...ttt ettt et sttt et e bttt e bt et e e e enees 11
3.1 ObBJEtIVO GEIAL...cciiiiiieiiieiiecieeeeee et ettt ettt e be et e e e taeebaeeaae e 11
3.2 ODbjetivos ESPECITICOS .uuviiiiiiiiiiiiiiie ettt et 11
4. MATERIAL E METODOS .....oooiiiiriiiieeseesnesisesisssessesse st ssssssssessssens 11
4.1 Andlise MOTTOIOZICA ....ooviiiiiiiiieiiee ettt ettt et 11
4.2 ANALISE MOIECUIAT .......eiiiiiiiiiie ettt e 12
4.3  Teste de Patogenicidade.........cccueieiieriieiiieiie ettt e 13
4.4 Teste de Hospedeiros AItErNatiVos ......ccueeeevieeeiieeniieeriee e esreeeeiveeeeee e e e 15
4.5  Epidemiologia (Incidéncia da DOENCA).......cceevuiieeiieeiiieiiiie e 17
4.6 AnAliSe EStatiStICa....cocuiiiiiiiiiiiieiiieieeeet e 17
5. RESULTADOS E DISCUSSAQ .....coctuiiiniiiieirecinsieiesieesssenee s ssessssese e 17
5.1  Analise MOTTOIOZICA ....couviiiiiiiiiiicitceeeee et 19
5.2 ANAliSe MOIECUIAT ......cocuiiiiiiiieiiee e et 22
5.3  Teste de Patogenicidade..........cooeeiiriiiiiiiiniiiieiceeceeeeee e 23
5.4  Epidemiologia (Incidéncia da Doenga)..........c.ccecuereeviriieniineeiinicnienicnecceeeieee 26
5.5  Estratégia de COntrole.........coooiiiriiiieiiiieeiiieeciie ettt eee et e e aeeesveeeeveesaaeeeneeeens 35
6. CONCLUSOES......ctiutimiiiiieieeieeiesise e st ss st esss s 37
7. CONSIDERACOES FINAIS ......ooviieiieeieeeeeeeeeee e ee s s s 37
8. REFERENCIAS BIBIOGRAFICAS .......ooovviveeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeeee e 38

xi



1. INTRODUCAO

As espécies arboreas estdo sujeitas ao ataque de diversas pragas que sao responsaveis
por inimeros danos produtivos e econdmicos. Dentre os patdogenos, destacam-se os fungos,
principalmente aqueles que causam as doengas denominadas de Oidios e Ferrugens, sendo estes
os principais causadores de perdas de produgdo em plantas agricolas, florestais e ornamentais
(AIME, 2006; SANTOS, 2016).

A introdu¢do de espécies florestais exdticas ¢ uma opgao para saciar a demanda por
madeira, e assim diminuir a pressao sobre as espécies arboreas nativas e em risco de extingao.
Nesse contexto, os plantios de teca (Tectona grandis Linn F.) no Brasil tendem a fornecer uma
alternativa para a produ¢do de madeira de alta qualidade (VASCONCELOS, 2015).

Tectona grandis é uma espécie florestal pertencente a familia Lamiaceae, originaria das
florestais tropicais da Asia, cuja madeira ¢ utilizada ha centenas de anos na India, Indonésia,
Tailandia e outros paises asiaticos (FIGUEIREDO et al., 2005; KINUPP & LORENZI, 2014).
Pode alcangar precos até trés vezes superior aos do mogno brasileiro (Swietenia macropylla G.
King) e de outras espécies consideradas nobres (MACEDO et al., 2005; ROCHA et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2017). Devido a suas caracteristicas, como resisténcia, estabilidade,
durabilidade, robustez, elasticidade e baixo peso, esta espécie estd sendo empregada na
fabricagdao de moveis finos, decoracao de interiores, € na construcao naval (DRESCHER, 2004;
PINTO, 2007; MESQUITA et al., 2016; DELMADI, 2017).

A teca apresenta grande importancia e valor tanto pelas propriedades fisico-mecénicas
desejaveis da madeira quanto pela sua rusticidade e desenvolvimento progressivo € vigoroso.
Desenho, coloragdo, auséncia de nos e defeitos na tora sdao caracteristicas qualitativas
importantes que conferem a teca a madeira folhosa mais valorizada no mundo (VIEIRA et al.,
2008), e também por ser considerada uma espécie helidfila, apresenta elevada aptidao de
transformar energia luminosa em produgio volumétrica (ROCHA et al., 2015). Além disso, a
teca pode ser utilizada como arvore medicinal, ornamental e na recuperagao de areas degradadas
através do reflorestamento.

De acordo com Schuhli e Paludzyszyn Filho (2010), o Jardim Botanico do Rio de
Janeiro-RJ parece ter sido o primeiro a estabelecer a teca em territorio nacional, em 1930.
Porém, os primeiros plantios comerciais de teca iniciaram-se no final da década de 1960,
introduzidos pela empresa Silvicultura Céceres Florestal S.A., na regido do Municipio de
Céceres - Mato Grosso, onde as condigdes climaticas sdo semelhantes as dos paises de origem
da espécie (TSUKAMOTO-FILHO et al., 2003; CACERES FLORESTAL, 2006).

A area plantada com teca no pais é de aproximadamente 94 mil hectares (IBA, 2019),
visto que os plantios destinados a comercializacdo estdo praticamente divididos entre as regides
Norte e Centro-Oeste, com 32,6 ¢ 67,4% respectivamente (ABRAF, 2013). Segundo a
estimativa da Associagdo de Reflorestadores de Mato Grosso (Arefloresta-MT, 2020), o estado
vem se destacando pela tecnologia, producdo e extracdo dessa madeira, onde o cultivo da
espécie esta, neste momento, acima de 67 mil hectares.

Na regido Norte, os plantios tiveram inicio em 1994, como alternativa de cumprimento
da reposicao florestal obrigatoria perante a legislagdo ambiental vigente e para o atendimento
da demanda de geragdo de bens e de servigos ambientais (FIGUEIREDO et al., 2005; VIEIRA
et al., 2008). A espécie ¢ cultivada, principalmente nos estados do Amazonas, Para e Acre
(GASPAROTTO & PEREIRA, 2013). Entretanto, embora a teca esteja sendo bastante utilizada



no pais, tanto para usos nobres quanto na recomposic¢ao florestal, no estado do Rio de Janeiro
essa espécie ainda € pouco explorada, ndo existindo producao comercial em larga escala.

Nos tltimos anos, houve um aumento no nimero relatado de organismos associadas a
teca na América Latina. Arguedas et al. (2013) registraram 53 espécies de insetos, 34
fitopatdgenos, dois vertebrados e quatro plantas parasitas da familia Loranthaceae. Nas
plantacdes recém-estabelecidas, as pragas podem causar danos significativos a produtividade,
como a diminuicdo da érea foliar e, portanto, redug¢do do crescimento. Além disso, a teca pode
ser afetada por diversas doengas durante todo o seu ciclo vegetativo, sendo os fungos
considerados os principais agentes fitopatogénicos (PIERI et al., 2011; HACKBARTH, et al.,
2014; SALES et al., 2017).

Dentre as principais doengas que provocam esses danos destaca-se a “Ferrugem da
Teca”, causada pelo fungo Olivea tectonae (Racib.) Thirum. (1949) (ARGUEDAS et al., 2013;
ARGUEDAS et al., 2019), cujo agente causal é parasita obrigatério ¢ muito especializado
(ARGUEDAS, 2004; PIERI et al., 2011), com a primeira ocorréncia no Brasil relatada por
Bonaldo et al. (2011), que observaram em maio de 2009 a presenca de sintomas da doenga e
sinais do patogeno, em plantas de diferentes idades localizadas no municipio de Sinop/MT.

Esta Ferrugem ¢ a unica conhecida que ocorre em teca, até o presente momento, € apos
o primeiro relato, a espécie fungica foi registrada em varios plantios de teca distribuidos pelo
Brasil (OSORIO et al., 2019), além de outros paises da América Central, América do Sul, Asia,
Oceania e Africa (PEREZ et al., 2009; PIERI et al., 2011; HACKBARTH, et al., 2014;
MESQUITA et al., 2016; KOFFI et al., 2018).

De acordo com Ferrari (2011), a Ferrugem ¢ facilmente detectada pela presenga de
pustulas alaranjadas, que estao repletas de uredinidsporos, sua disseminagdo ¢ favorecida pelo
vento nos periodos secos e requer precipitagao ou molhamento foliar para seu estabelecimento
dentro da cultura. Ademais, o desfolhamento precoce das plantas diminui sua velocidade de
crescimento, causando reducdo da taxa fotossintética e consequentemente influenciando a
produgdo de madeira (MESQUITA et al., 2016).

Em 2018, o consumo brasileiro de madeira in Natura proveniente de arvores plantadas
para uso industrial foi de 220,9 milhdes de m?, o que representa um aumento de 7,2% em relacao
ao consumo de 2017 (IBA, 2019). A teca esta inserida na lista dessas espécies plantadas, e
devido ao aumento pela demanda de sua madeira no mercado internacional/nacional ¢
necessario que sejam realizados estudos cientificos sobre as pragas associadas a cultura, visto
que, segundo Arguedas (2004) um dos maiores desafios no cultivo de plantas exdticas sdo os
problemas fitossanitarios em niveis epidémicos, sendo assim, o desenvolvimento de
conhecimentos nesta area e a amplificagdo dos mesmos, ¢ fundamental para a silvicultura.

As espécies de Ferrugem, em geral, possuem dados incompletos do seu ciclo de vida,
que inclui faixa de hospedeiros, distribuicdo geografica, identidade de hospedeiros alternativos
e/ou modo de reproducdo sexual (AIME, 2006). Devido a complexidade desses
microrganismos, tal como Olivea tectonae, é essencial que os pesquisadores busquem
aprofundar seus conhecimentos, pois ha insuficiéncia de informacdes na literatura,
principalmente no Brasil, que possam corroborar para avaliagdo satisfatoria dessa espécie nas
diversas regides do pais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tectona grandis Linn F.

A familia Lamiaceae (Martinov, 1820) esta inserida na ordem Lamiales. No Brasil
ocorrem cerca de 46 géneros e 525 espécies dessa familia (FLORA DO BRASIL, 2020). Tém
consideravel importancia econdmica, constituida por diversas espécies madeireiras, como a
Tectona, diversas espécies de valor horticola, ervas culindrias, de perfumaria e medicinais
(HARLEY, 2012).

Um dos géneros da familia Lamiaceae ¢ a Tectona que, antigamente, pertencia a familia
Verbenaceae. Este género ¢ constituido pelas espécies Tectona grandis Linn F.; Tectona
hamiltoniana Parede.; Tectona philippinensis Benth. & Hook.; Tectona ternifolia Buch.-Ham.
ex Wall.; Tectona theka Humilhar (TROPICOS, 2020). Dentre essas, somente a Tectona
grandis, popularmente conhecida como teca (Brasil, Costa Rica), teak (india, Siam, Birmania
e Indonésia), teck (Franga), ojati (Java), may sak (Laos) e tiek (Alemanha) (TSUKAMOTO-
FILHO et al., 2003; FIGUEIREDO et al., 2005), alcangou destaque mundial e foi introduzida
no Brasil.

2.2 Distribuicdo Geografica

Tectona grandis é nativa das florestas tropicais de mongio do Sudeste Asiatico (India,
Mianmar, Tailandia e Laos), estando sua area de ocorréncia natural entre 10 e 25°N e entre 0 ¢
10°S, com altitude em torno de 1000 m e entre Floresta Umida e Decidua Arida Mista. Pode ter
sido introduzida em Java e Indonésia no século XIV. E uma espécie amplamente cultivada,
sendo que 80% da area plantada com teca se encontra na Asia, 13% na Africa e apenas 7% na
América Latina (FIGUEIREDO et al., 2005; VIEIRA et al., 2007, FOFANA et al., 2009;
ALCANTRA, 2009; MEDEIROS et al., 2015).

No Brasil, os primeiros povoamentos comerciais de T. grandis foram introduzidos na
regido do Centro-Oeste, no final da década de 1960, com inicio da atividade em 1971 pela
empresa Céceres Florestal S.A., no Sitio Castical do Jauru, na regido de Caceres, MT
(TSUKAMOTO FILHO et al., 2003; FIGUEIREDO et al., 2005; CACERES FLORESTAL,
2006; ROCHA et al., 2015).

Em Mato Grosso, pode-se encontrar plantios comerciais com idade superior a 25 anos,
que apresentam caracteristicas fisicas e mecanicas semelhantes a produzida no Sudeste e
Sudoeste Asiatico. O solo de melhor fertilidade, associado a praticas silviculturais compativeis
com a espécie, possibilitou a redugdo do ciclo de produgdo de 80 anos, na regido de origem da
teca, para em média 25 anos, com cinco desbastes planejados por ciclo. Cerca de 94% dos
plantios de teca no pais se encontram nesse estado, com estimativas apontando
aproximadamente 67.329 hectares plantados da espécie até o ano de 2012, o que corresponde a
maior area da América Latina (CACERES FLORESTAL, 2006; ABRAF, 2013; MORETTI et
al., 2014; MEDEIROS et al., 2015; ROCHA et al., 2015; BARCELI et al., 2019).

A teca comegou a ser implantada na regido norte do pais apenas no ano de 1994, devido
a necessidade de cumprir com a reposicao florestal em atendimento com a legislagao ambiental,
sem receber tratos silviculturais ou investimentos relacionados a qualidade do solo, pois a
produ¢ao de madeira nao correspondia ao principal interesse do produtor (FIGUEIREDO et al.,



2005). E cultivada, comercialmente, nos estados do Amazonas, Pard, Acre e Ronddnia
(ALCANTRA, 2009; GASPAROTTO & PEREIRA, 2013).

Dentre os paises produtores, a India possui a maior area plantada, a qual é 25 vezes
maior do que a area plantada no Brasil; além dos plantios comerciais, a india ainda dispde de
mais de sete milhdes de hectares de povoamentos naturais de teca (VASCONCELOS, 2015).

2.3 Caracteristicas e usos da espécie

A espécie florestal T. grandis apresenta grande porte, € pioneira, com rapido crescimento,
exigéncia de luz solar direta e pode alcangar 2,50 metros de didmetro e mais de 50 metros de
altura. Seu tronco ¢ geralmente retilineo, cilindrico, espesso e apresentando pequena
conicidade. A casca ¢ gretada e de cor cinza ou marrom, com fissuras longitudinais; embora
ndo seja grossa (cerca de 15mm), parece ser termo-isolante, conferindo elevada resisténcia ao
fogo (LORENZI et al., 2003; FIGUEIREDO, 2005; CACERES FLORESTAL, 2006).

A teca possui alto grau de deciduidade foliar, esséncia caducifolica que perde suas folhas
durante a estacdo seca, estas sdo opostas, elipticas, coridceas, asperas ao tato, com peciolos
curtos ou ausentes, e apices ¢ bases agudas. Nos individuos adultos, as folhas possuem, em
média, de 30 a 40 cm de comprimento por 25 cm de largura, porém, nos individuos mais jovens,
com até trés anos de idade, as folhas podem atingir o dobro dessas dimensdes. Assim, por ser
uma folha larga e caduca, ¢ comum a formagdo de serapilheira acima do solo em povoamentos
de teca (FIGUEIREDO et al., 2005; COSTA et al., 2007; VIEIRA et al., 2007; PELISSARI et
al., 2014; VASCONCELOS, 2015).

As inflorescéncias sdo grandes, terminais, em paniculas ramificadas, composta, com
flores mais jovens, na parte superior ou no centro, apresentando de 700 a 3.500 flores branco-
azuladas, da qual apenas 1 a 2% desenvolvem frutos, sem perfume, pequenas, com tubo
expandido em 5-6 divisdes curtas e formadas de janeiro a mar¢co (PELISSARI et al., 2014;
ROCHA et al., 2015). Os frutos sdo do tipo drupa, secos, de cor marrom, permanecendo
fechados, quando fixado a planta mae, envolvidos por remanescentes do calice, celuldsicos,
enrugados, inflados. E constituido por um carogo duro (endocarpo) onde existe quatro
cavidades, denominadas locos, onde podem estar alojadas até quatro sementes. Externamente €
esponjoso, a propagacao € feita por semente, as quais sdo produzidas em grande quantidade nas
regides tropicais e subtropicais do Brasil (LORENZI et al., 2003; CACERES FLORESTAL,
2006; FERREIRA et al., 2008). Entretanto, além da teca ser propagada de maneira sexuada
(sementes), também pode ser feita da forma assexuada, por enxertia ou estaquia (NERY, 2011).



Figura 1. Arvores de Tectona grandis Linn F. (Lamiaceae) localizada no municipio de Seropédica, Estado do Rio
de Janeiro. Fotos: Savana L. Rodrigues

Essa espécie ¢ propria de clima tropical imido, com verao chuvoso e inverno seco, livre
de geadas e congelamento. No Brasil, a espécie se desenvolve melhor em regides com
precipitagdes médias anuais entre 1250 e 2500 mm e temperatura média anual entre 22°C e
27°C. Um periodo seco de trés a cinco meses favorece a qualidade da madeira, entretanto, a
espécie suporta precipitacdes de 500 mm/ano e intensidades pluviométricas de até 5.100
mm/ano (FIGUEIREDO et al., 2005; CACERES FLORESTAL, 2006; VIEIRA et al., 2007).
Ademais, seu crescimento ocorre em diversas variedades de solos e formagdes geoldgicas
(TONINI et al., 2009), porém tem preferéncia pelos de textura média, franco arenosos a
argilosos, profundos e aluviais com boa drenagem, com alto teor de célcio e pH variando entre
6,5 e 7,5, em terrenos planos, ou pouco declivosos, ¢ férteis (VIEIRA et al., 2007, BEZERRA
etal.,2011; PELISSARI et al., 2014; ROCHA et al., 2015).

Segundo Costa et al. (2007) a madeira de teca possui alburno amarelado ou
esbranquicado, geralmente delgado, contrastando com o cerne que ¢ castanho-amarelado.
Apresenta anéis de crescimento nitidos e diferenciados nos cortes transversais. O lenho ¢
moderadamente duro e oleoso ao tato, e tem uma densidade aparente média de 0,64g/cm? a 12%
de umidade (PINTO, 2007; PELISSARI et al., 2014), considerada madeira leve, com baixo
peso especifico (0,58 g/cm?), além de apresentar boa resisténcia mecanica, muito semelhante
ao mogno brasileiro (Swietenia macropylla G. King) (VIEIRA et al., 2008; ROCHA et al.,
2015; VASCONCELQS, 2015). Sua beleza, alta resisténcia a compressao, tragdo, flexdo e
durabilidade tornaram sua madeira uma das mais valiosas e conhecidas do mundo, sendo
utilizada de forma alternativa as espécies de alto valor econdmico, tal como a cerejeira
(Torresea acreana Ducke) para o suprimento sustentavel das industrias da base florestal,
diminuindo assim a pressdo de exploracdo aos ecossistemas florestais nativos no pais
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(CALDEIRA etal., 2000; TSUKAMOTO-FILHO et al., 2003; DRESCHER, 2004; MORETTI
etal., 2014).

A durabilidade da madeira de teca se deve aos seus extrativos, preservativos naturais
contidos nas células da madeira, que ¢ composta por lapachol, naftoquinonas e antraquinonas,
sendo que dentre estas, a tectoquinona representa a grande promessa para a industria quimica e
farmacéutica, devido ao seu poder antifungico, bactericida e repelente natural para cupins e
outros insetos (ALCANTRA, 2009; NIAMKE et al., 2012; GUERRERO-VASQUEZ et al.,
2013; VASCONCELOS, 2015).

O principal produto dessa espécie ¢ a madeira, que ¢ destinada para usos nobres, como
em marcenaria para producdo de moveis finos, decoracdo de ambientes internos e externos,
pisos, laminados, postes, dormentes, sendo imprescindivel na industria de construgdo naval,
pois resiste ao sol, a altas e baixas temperaturas, agua da chuva e do mar (FIGUEIREDO et al.,
2005; CACERES FLORESTAL, 2006; COSTA etal.,2007; BARCELI et al., 2019). A madeira
contém um o6leo que impede a corrosdo de pregos (PINTO, 2007). Também ¢ utilizada como
fonte de lenha e carvdo vegetal em areas de ocorréncia natural (LIMA et al., 2011).

2.4 Problemas Fitossanitarios em Tectona grandis no Brasil

A teca ¢ uma espécie relativamente resistente ao ataque de insetos e doengas graves,
tanto em seu ambiente natural quanto nas plantagdes. Porém, assim como outras espécies
vegetais, ¢ afetada por agentes causadores de doencgas em diversas partes da planta e em seus
diferentes estagios de desenvolvimento (CALDEIRA et al., 2000).

No Brasil, ndo existiam registros de doengas que provocassem danos econdmicos nos
povoamentos até 2007. Entretanto, em viveiros no estado do Para, foram encontradas mudas de
teca com lesdes foliares aos dois meses de idade. As lesdes, inicialmente pequenas, verdes e
umidas, aumentaram de tamanho formando areas necroticas irregulares provocadas por
Rhizoctonia solani J.G. Kiihn, agente causal da doenga conhecida como queima da teia micélica
(POLTRONIERI et al., 2008; HACKBARTH et al., 2014). Ainda em viveiros, também foi
relatado uma bacteriose (Pseudomonas sp.) que tende a ocorrer quando ha excesso de irrigagdo
e alta umidade, essa patologia causa tombamento das mudas em pré e pds-emergéncia (VIERIA
etal., 2007; ARGUEDAS, 2011).

Em plantios jovens de teca, o maior problema fitossanitario ¢ a queima dos brotos
causada por Phomopsis sp. Sacc. & Roum (HACKBARTH et al., 2014). A infec¢do inicia-se
no meristema apical, deixando as folhas com uma coloragdo marrom escuro que evolui para
uma necrose que pode levar a queda prematura de folhas. Periodos prolongados de alta umidade
e temperatura facilitam a formacdo de picnidios ou estruturas reprodutivas do fungo
(ARGUEDAS etal., 2013). Também ocorre manchas em folhas maduras, de coloragdo marrom
escuro, circundadas por uma margem palida causada por Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Penz. & Sacc., que com a unido dos pontos individuais, os sintomas progridem para
manchas maiores e irregulares, podendo proporcionar desfolha prematura (BORGES, 2014).

O fungo do género Fusarium Link também ja foi identificado como patogeno a cultura
de teca. Ataca as raizes, provocando reducao na produgdo equivalente a 40% e pode ocasionar
morte das plantas infectadas. A transmissdo desse patogeno da-se pelos conidios que podem ser
dispersos pelo vento, dgua da chuva ou de irrigagdo. O caule das plantas infectadas fica
endurecidos na area basal com coloragdo marrom escura (DELMADI, 2017). Borges e
colaboradores (2018) confirmaram no estado do Mato Grosso, a murcha vascular da teca
causada por Fusarium oxysporum Schitdl., esta ¢ conhecida por ser transmitida através de
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sementes, porém segundo os autores a doenga provavelmente foi introduzida no Brasil por meio
de material vegetal contaminado.

Em Mato Grosso, na regido de Caceres, foram encontradas plantas de teca com sintomas
de murcha causada pelo o fungo Ceratocystis fimbriata Ellis & Halst. (FIRMINO et al., 2012),
este infecta o caule, atingindo o xilema da planta, impedindo assim o transporte de nutrientes,
causando murcha percebivel nos ponteiros e, posteriormente mata a planta (DELMADI, 2017).

No fuste, também, sdo comumente encontrados varios tipos de cancros associados a
Nectria mauritiicola (Henn.) Seifert & Samuels, Dothiorella sp. Sacc., e Botryosphaeria sp.
Ces. & De Not. (VARGAS, 2008; ARGUEDAS et al., 2013; BORGES, 2014). O cancro
causado por Lasiodiplodia sp. Ellis & Everh. apresenta protuberancia que varia de 3 a 20 cm
de comprimento e de 2 a 23 cm de largura ao longo do caule e causa morte do meristema apical
desprendimento da casca principalmente proximo dos locais de poda. A ocorréncia dessa
enfermidade merece estudos mais aprofundados pela predominancia com que vem ocorrendo
nos ultimos anos, em cultivos da regido Centro Oeste, e pelo potencial destrutivo que apresenta
(BORGES, 2014; VASCONCELOS, 2015). No estado de Sdo Paulo, em um plantio de teca de
aproximadamente 2 anos, sob condi¢des naturais de infecgao, foi identificado sintomas tipicos
de cancro, como fendilhamento na casa, e rachaduras no caule das plantas, causada por
Neofusiccocum parvum (DELMADI, 2017).

Dentre as doengas que podem colocar em risco o cultivo de teca no Brasil encontra-se a
“Ferrugem da Teca”, causada por Olivea tectonae (Racib.) Thirum. A presenga do patdgeno
aparece tanto em mudas como em plantas adultas de varias idades, sendo que os sintomas, que
se iniciam na superficie adaxial da folha, comegcam com pequenas manchas que coalescem e
podem englobar toda a superficie foliar, levando a folha a apresentar um aspecto de queima,
com congruente desfolha da planta. J& na superficie abaxial equivalente a area necrosada pode
se observar urédias pulverulentas de coloracdo amarelo laranja onde se observa a intensa
formagédo de urediniésporos (BONALDO et al., 2011).

A doenca causa desfolha severa e prematura em todas as fases fenoldgicas da cultura,
ocasionando reducao da taxa fotossintética, reduzindo assim a velocidade de crescimento das
arvores, consequentemente interferindo na produgdo madeireira, e pode, dependendo da idade
da planta em que ocorre a infec¢do fungica, provocar a sua morte. A disseminagao do patdogeno
¢ favorecida pelo vento nos periodos secos e requer precipitacdo ou umidade para seu
estabelecimento dentro da area plantada, podendo também ser disseminada por meio de plantas
vivas infectadas, ja que por sementes seria muito improvavel (VIEIRA et al., 2007; PIERI et
al., 2011; GASPAROTTO & PEREIRA, 2013; SALES et al., 2017).

Em relacdo aos insetos, no Pard, houve um comunicado sobre ataque ocasionado por
gafanhotos (Orthoptera, Acrididae, Leptysminae) em arvores de teca, que consiste na abertura
de orificios nas folhas, resultando em quebra das mesmas e posterior seca (LUNZ et al., 2008).
O alburno da teca ¢ susceptivel ao ataque de coleopteros (SCHUHLI & PALUDZYSZYN-
FILHO 2010), Peres-Filho et al. (2006) confirmam isso com a notificagdo de ataque do
bostriquideo Sinoxylon conigerum Gerstiacker a troncos e madeira cortada dessa espécie
florestal. Em Mato Grosso, foi registrado em plantios homogéneos a lepidoptera desfolhadora
Hyblaea puera Cramer, lagarta que ataca a teca com maior frequéncia no periodo chuvoso ¢
ocasiona bifurcagdes no fuste (PERES-FILHO et al., 2002; FERREIRA et al., 2008). Outra
desfolhadora que pode causar perdas de até 75% na area foliar das plantas ¢ a Eutectona
machaeralis Walker (Lepidoptera: Pyralidae), entretanto esta ndo apresenta grande
importancia em plantios brasileiros (KULKARNI et al., 2011; VASCONCELOS, 2015).



Além disso, no Acre e Mato Grosso, formigas sdo responsaveis por danos consideraveis
em plantios de teca, especialmente a sauva limao, Atta sexdens (Linnacus, 1758), que causa
desfolhamento que pode chegar a 100%, danos no meristema apical e cortes na casca
(FERREIRA et al., 2008; SCHUHLI & PALUDZYSZYN-FILHO, 2010).

De acordo com Santos et al., (2014) o acaro fitéfago Tetranychus urticae Kock (Acari:
Tetranychidae), comumente conhecido como acaro-rajado, tem grande potencial para provocar
danos econdmicos a viveiros de producdo de mudas de teca, ja que este foi detectado em Mato
Grosso, provocando injurias como bronzeamento e necrose foliar, com posterior queda das
folhas atacadas. Por fim, foi registrado também no estado ataques por nematoides Meloidogyne
javanica parasitando plantas jovens de teca com dois anos de idade, as quais apresentavam
amarelecimento e seca das folhas, redu¢ao do didmetro do tronco, presenca de galhas nas raizes
e morte apical (OLIVEIRA & SILVA, 2013).

2.5 Agente causal da Teca - Olivea tectonae (Racib.) Thirum. 1949

No mundo estdo descritas aproximadamente 99.000 espécies de fungos, das quais cerca
de 13.800 existem no Brasil, ou seja, aproximadamente 14% da diversidade mundial. Os fungos
sdo organismos heterotroficos unicelulares ou pluricelulares, estes sdo caracterizados pela
formagao de estruturas filamentosas, as hifas, que constituem o micélio. Na fase reprodutiva, o
micélio forma estruturas assexuadas (fase mitotica) e/ou sexuadas (fase de plasmogamia,
cariogamia € meiose) que originam 0s esporos, principais responsaveis pela propagacdo das
espécies. Alguns fungos sdo microscopicos, enquanto outros sdo capazes de formar estruturas
visiveis a olho nu (MAIA & CARVALHO, 2010).

O Reino Fungi é constituido pelo Filo Basidiomycota, onde sdo incluidos os
basidiomicetos. Morfologicamente sdo bastante diversificados e caracterizados como fungos
que produzem esporos de origem sexuada em estruturas especializadas chamadas basidios,
encontrados em basidiomas. Apresentam micélio dicaridtico durante a maior parte do ciclo de
vida e hifas septadas. Neste grupo, o septo da hifa ¢ uma estrutura complexa, perfurado no
centro e com parede espessada envolta do poro, que por sua vez pode ser recoberto com uma
membrana vinda do reticulo endoplasmatico. O septo doliporico, em forma de barril, € tipico
dos basidiomicetos (MAIA & CARVALHO, 2010; SALVI, 2011).

Existem registros de 29.914 espécies conhecidas de basidiomicetos, incluindo os
vulgarmente conhecidos como cogumelos e orelhas-de-pau, os carvdes, as ferrugens, os
gasteromicetos € os gelatinosos. A maioria das espécies sao saprofitas, porém muitas espécies
sdo parasitas obrigatdrias ou facultativas, bem como micorrizicas (SALVI, 2011).

O numero de espécies fungicas associadas a doengas do tipo Ferrugens que ocorrem em
plantas aproxima-se de sete mil, distribuidos em cerca de 160 géneros. Os agentes causais de
ferrugens nao formam basidiomas, mas produzem varios tipos de estrutura de frutificagdo, cada
uma delas correspondendo a uma fase do ciclo do patégeno. Assim, o picnio, ou espermogonio,
¢ considerado a fase 0; o écio, a fase I; o urédio, a fase II; o télio, a fase III; e o basidio, a fase
IV. Cada uma destas estruturas, genericamente conhecidas pelo nome de soros, produz um tipo
de propagulo (esporo), ou seja, picnidsporos e hifas receptivas, eciosporos, urediniésporos,
telidsporos e basidiosporos, respectivamente (CESPEDES et al., 2014; HACKBARTH et al.,
2014).

Olivea tectonae ¢ um fungo patogénico pertencente a um grupo monofilético,
classificado no Dominio Eurarya, Superreino Opistokonta, Reino Fungi, Filo Basidiomycota,
Subfilo Pucciniomycotina, Classe Pucciniomycetes, Subclasse Incertae sedis, Ordem
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Pucciniales e Familia Chaconiaceae. Apresenta o ciclo de vida desconhecido e complexo
(AIME et al., 2006; INDEX FUNGORUM, 2020).

Segundo dados da Index Fungorum (2020) a taxonomia correta para o nome do
patdogeno encontra-se registrada como Olivea tectonae (Racib.) Thirum. (1949), tendo como
sinonimias: Chaconia tectonae T.S. Ramakr. & Ramakr. (1949); Olivea neotectonae Buritica
& Salazar-Yepes (2007); Olivea tectonae (T.S. Ramakr. & Ramakr.) J. L. Mulder (1973);
Tegillum neotectonae (Buritica & Salazar-Yepes) Doweld (2013); Tegillum tectonae (Racib.)
Doweld (2013); e Uredo tectonae Racib. (1900).

A Ordem Pucciniales ¢ composta de fungos que formam um grupo numeroso de
organismos fitopatogénicos com ampla diversidade e distribui¢do global (CESPEDES, 2003).
Sao parasitas obrigatérios de plantas vasculares e desenvolveram a maioria dos ciclos de vida
complexos. Estima-se que exista cerca de 20.000 a 24.000 espécies, porém apenas cerca de
8000 espécies estdo descritas e classificadas em 120 géneros e 13 familias (AIME et al., 2006).

A cariogamia geralmente ocorre em esporos especializados denominados telidsporos
que germinam para produzir os basidios em que a meiose ocorre, mas muitas espécies
recrutaram outros estagios de esporos, como aecidsporos ou uredinidsporos, para conclusdo do
ciclo sexual (AIME, 2006).

O fungo Olivea tectonae penetra através da superficie inferior do limbo foliar, que em
curto periodo de tempo ¢ recoberta por esporos alaranjados, sendo que os primeiros sintomas
ocorrem na segunda folha com o limbo expandido, através de reduzidas manchas, que
progridem profusamente na terceira folha, formando pequenas lesdes cloroticas ligeiramente
esbranquicadas, dispostas nos espagos internervurais. Posteriormente, as areas cloroticas
tornam-se marrom-claras, ¢ na face abaxial das folhas formam-se muitas pustulas (soros
anamorficos) esporuladas de coloragao amarela, constituidas pela massa de urediniosporos do
patdbgeno que apresenta uma aparéncia em poO, sobre fundo marrom-escuro. As pustulas
coalescem, necrosam o limbo foliar de forma generalizada, as folhas secam e parecem estar
queimadas, com a severidade completa culmina o desfolhamento das arvores, o que
consequentemente provoca a redugdo do crescimento e baixa qualidade da madeira (DIAZ et
al., 2006; CESPEDES & YEPES, 2007; ARGUEDAS, 2011; ARGUEDAS et al., 2013;
GASPAROTTO & PEREIRA, 2013; BARCELLI et al., 2019).

Os sintomas podem ser detectados desde o estagio das mudas até as arvores adultas,
porém apresentam algumas variagdes de acordo com a idade do hospedeiro, sendo que a doenga
¢ mais severa em plantas com idades variando entre cinco e sete anos. Em viveiros, os sintomas
mais comuns sao lesdes marrons e amarelas. Nas mudas recém germinadas sdo observados
pequenos pontos clordticos nos cotilédones, em alguns dos quais aparecem as pustulas de
uredinidsporos. Em plantas jovens, com menos de 2 m de altura, ocorrem danos apenas nas
folhas mais baixas com quantidades moderadas de esporos na parte inferior, ¢ a desfolhagdo
ocorre com 20-30 dias do inicio dos sintomas, ja nas arvores adultas as folhas infectadas sdo as
mais velhas (ARGUEDAS, 2004; DIAZ et al., 2006; VIEIRA et al., 2007; FERRARI, 2011;
PIERI et al., 2011; GASPAROTTO & PEREIRA, 2013; BARCELLI et al., 2019).

A transmissdo deste fungo pode ocorrer através do vento, das chuvas e de plantas vivas
ou estacas, pois por sementes é muito improvavel (DIAZ et al., 2006). Os esporos disseminados
pelo vento tém maior favorecimento nos periodos secos, necessitando de precipitacdo para se
estabelecer dentro da cultura (FERRARI, 2011). A severidade da ferrugem também varia de
local para local e de ano em ano, dependendo das condi¢des climaticas (ARGUEDAS, 2004;
FERRARI, 2011).



Segundo Bonaldo et al., (2011) esse patdgeno apresenta uredinidsporos ovoides,
unicelulares, equinulados, lobados, com coloracao amarelo-alaranjado, apresentando tamanho
variando de 12,3-24,8 x 14,7-24,8 um e auséncia de teliosporos. Entretanto, em outros paises,
diversos autores encontraram a fase de télia, consistindo em esporos unicelulares, hialinos,
alongados, com variacao das dimensdes em 40-70 x 10-20 pum (ARGUEDAS, 2004).

Pierri et al. (2011) afirmam que o fungo nao tem espermogonios nem écios conhecidos
e que télios ndo foram encontrados no Brasil. Porém, segundo os autores os telidsporos sao
formados tardiamente a partir dos uredinios, ou em soros independentes, subepidermais,
formados acima da epiderme, amarelos, parafisados; parafises como nos uredinios, inicialmente
cobrindo os esporos; telidsporos clavados, fusi-claviformes, sésseis, em grupos sobre células
basais, com conteudo amarelo alaranjado, paredes hialinas, delgadas; na maturidade os esporos
germinam intra-soro; pro-micélio externo, originando basidiésporos globulares.

2.6 Distribuiciao da doenca

A primeira descri¢do de Olivea tectonae como agente causal da ferrugem da teca foi
feita por Raciborsky (1900) na Indochina (DALY et al., 2006; MESQUITA et al., 2016). De
acordo com Pieri et al., (2011), o patdgeno foi descoberto pela primeira vez na Asia e ficou
restrita a essa regido por mais de 100 anos, entretanto, recentemente foram descobertos focos
dessa doenca em plantagdes de teca em varios outros paises. Na América Central, em novembro
de 2003, ocorreu o primeiro relato no Panama, seguido por Costa Rica em janeiro de 2004
(ARGUEDAS, 2004). Na América do Sul, foi detectado em setembro no Equador e em
dezembro no México. No ano de 2005 foi registrado na Colombia (CESPEDES & YEPES,
2007), na Australia em junho de 2006 (DALY et al., 2006) ¢ em Cuba no ano de 2008 (PEREZ
et al., 2009). E o primeiro relato no continente africano ocorreu em 2017, na Costa do Marfim
(KOFFTI et al., 2018).

No Brasil, em maio de 2009, folhas de teca provenientes de Pontes e Lacerda e Caceres
no Estado do Mato Grosso, Imperatriz no Maranhao, Sao Miguel do Tocantins no Tocantins e
de Botucatu em Sao Paulo, foram verificadas com a presencga desse fungo (PIERI et al., 2011).
Em seguida, a doencga foi registrada nos estados de Minas Gerais, Amazonas, Goias, Sergipe,
Rio de Janeiro ¢ Bahia (CABRAL, et al., 2010; GASPAROTTO et al., 2013; MARQUES, et
al., 2015; MESQUITA et al., 2016; PEREIRA et al., 2016; SILVA et al., 2020). Portanto, ¢
uma doenca que tem aparecido com frequéncia, dominando os plantios no pais e que se nao for
controlada pode causar grandes danos a cultura (HACKBARTH, 2014; CHIMELLO, 2016).

2.7 Técnica de Diagnéstico Molecular — PCR (Polymerase Chain Reaction)

Segundo Menezes et al. (2010) a identidade dos seres vivos ¢ definida pela composi¢ao
e sequéncia do material genético. O marcador molecular ¢ qualquer segmento especifico de
acido desoxirribonucléico (DNA) correspondente a regides expressas, ou ndao, do genoma ou
qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso. Permite gerar uma grande
quantidade de informagdes sobre a variabilidade genética e relacionamentos filogenéticos no
germoplasma utilizado pelo cientista (CHIMELLO, 2016).

A técnica mais utilizada em fungos ¢ dependente da amplificagdo de sequéncias de
DNA, possivel através da PCR (Polymerase Chain Reaction — Reagdo em Cadeia da
Polimerase), concebida por Kary Mullis, ao qual permite a amplifica¢do de regides especificas
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do genoma, como o Espaco Interno Transcrito (ITS), localizado entre regides altamente
conservadas, como as regides correspondentes aos genes 18SrDNA e 28SrDNA. Desde sua
concepcao, esta tecnologia causou uma verdadeira revolugdo na biologia. A facilidade, rapidez,
versatilidade e sensibilidade da PCR, a torna particularmente eficiente para estudos genéticos
moleculares envolvendo grande nimero de individuos de qualquer organismo vivo (GOMES
etal., 2002; CHIMELLO 2016).

O estudo filogenético permite a caracterizagdo dos possiveis mecanismos de divergéncia
evolutiva, bem como a origem do patdégeno, contribuindo para a adocao de medidas de controle
e prevenc¢do no que se refere ao surgimento de novas ragas do patogeno (RIBEIRO, 2007).
Dessa forma, o fato da PCR nao estar sujeita a variagdes fenotipicas, a agdo do ambiente, ao
estagio de desenvolvimento do fungo e a outros fatores que possam alterar a morfologia do
organismo (MARTIN, 2007; MENEZES et al., 2010), ¢ considerada, portanto, uma ferramenta
muito util nos estudos de filogenia de fungos e na diferenciacdo de espécies, por ser capaz de
determinar o polimorfismo existente entre as sequéncias de nucleotideos dos organismos
(KISTLER et al., 1987).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificacdo e incidéncia de fungo causador da ferrugem em plantas de Tectona grandis
Linn F. em Seropédica, estado do Rio de Janeiro.

3.2 Objetivos Especificos

> Caracterizar o agente causal associado as folhas de T. grandis, através da
morfologia do patdgeno;

> Detectar molecularmente os isolados do patogeno;

> Determinar a patogenicidade do fungo sob diferentes espécies de mudas da
familia Lamiaceae;

> Avaliar a presenga ou auséncia de esporos do fungo em plantas existentes
proximas a area de plantio de teca;

> Analisar o comportamento do fungo causador da Ferrugem presentes na area

foliar da teca, mediante variaveis climatoldgicas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Analise Morfologica

Em margo de 2018 foram coletadas, manualmente, folhas sintomaticas de dois
individuos de T. grandis, com mais de 30 anos de idade, localizados nas coordenadas
(22°46°06” S e 43°41°36” W). As folhas coletadas apresentavam caracteristicas conforme a
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descricao de Arguedas (2004): sintomas como lesdes de cor marrom com pustulas pulverulentas
de coloragao amarelada, constituidas pela massa de urediniosporos do agente patogénico. Apos
a coleta, o material foi levado ao Laboratdrio Oficial de Diagnostico Fitossanitario (L.O.D.F.),
para posterior diagnose da morfologia.

Em laboratdrio, as lesdes cloroticas presentes na face abaxial da folha foram raspadas
com auxilio de um estilete umedecido em gota de Lactofenol de Amann e observadas em
microscopio estereoscopico binocular Wild heerbrugg switzerland. Em seguida, foram
confeccionadas laminas, colocando-se uma gota de Lactofenol de Amann depositando os
esporos e cobrindo com uma laminula. Foi realizado também, o seccionamento transversal do
tecido foliar em uma fina fatia, com auxilio de uma lamina de corte para visualizagdo da
estrutura fungica em microscépio 6tico OLYMPUS CX 40.

Também com observagdao em microscopio 6tico OLYMPUS CX 40 (200x), realizou-se
amedi¢do de 100 uredinidésporos tomados ao acaso, dispostos em hemocitométro, a fim de obter
uma média de suas dimensdes. Os urediniésporos foram armazenados em microtubos de
polipropileno de 1,5 mL (eppendorff), devidamente identificados e mantidos sob refrigeragdo a
+ 6°C até o uso nas demais analises.

4.2 Analise Molecular

Para a caracterizagdo molecular do DNA gendmico do fungo se fez necessdrio a
realizacdo de quatro procedimentos de pré-extracdo, para verificar o mais adequado para o
rompimento da parede dos uredinidsporos, conforme abaixo:

1. adi¢dao de 1 mL da suspensdo de esporos em microtubo de polipropileno de 1,5 mL,
seguida de centrifugacdo na microcentrifuga Centrifuge 5415 D a 16100 x g por 1
minuto; descarte do sobrenadante e resuspensao do precipitado em 200 pL de agua
destilada, deionizada, tratada com DEPC; adi¢do de nitrogénio liquido e maceracao
com micropistilo (Amostra A);

2. adicao de 1 mL da suspensdo de esporos em microtubo de polipropileno de 1,5 mL
€ aquecimento em micro-ondas por quatro minutos (Amostra B);

3. em um microtubo de polipropileno de 1,5 mL acrescentou-se 1 mL da suspensdo de
esporos, 400 pL do tampao AP1 e 20 pL de proteinase K. O microtubo contendo a
amostra foi agitado em Vortex Mixer (FisherVortexGenie2) por 30 segundos e
incubados em bloco térmico Daigger Dry Bath a 75°C durante 24 horas,
subsequentemente aumentou-se a temperatura para 95°C por mais 10 minutos
(Amostra C);

4. foram pesados 150 mg de amostra foliar em balanga analitica digital FX-2001, obtida
de area foliar contendo elevado numero de esporos e depositados em almofariz de
porcelana. Em seguida, foi adicionado nitrogénio liquido sob a amostra e macerou-
se com auxilio de um pistilo (Amostra D).

Ap6s cada um dos procedimentos acima, seguiu-se a extragdo de DNA segundo
metodologia interna do L.O.D.F., através do uso do DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN Brasil)
de acordo com as instrugdes do fabricante. Ou seja, com o auxilio de uma micropipeta P1000
foi adicionado 400 pL de tampao AP1 nos microtubos de polipropileno de 1,5 mL contendo as
quatro amostras seguido de agitacdo vigorosa em Vortex durante 30 segundos. ApoOs, as
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amostras foram colocadas em bloco térmico por 10 minutos a 65°C. Adicionou-se 130 pL de
tampao P3 e incubou-se as amostras por cinco minutos no gelo. O contetdo foi aplicado nas
colunas lilas (QIASHREDDER). Centrifugou-se as colunas lilas, colocada em tubos de 2 mL
(Collection Tube), na microcentrifuga Centrifuge 5415 D a 16100 x g por dois minutos e 30
segundos. Coletou-se os filtrados e adicionou-se 675 pL de tampao AW1 (contendo etanol) aos
filtrados, misturou-se pela pipetagem e transferiu-se 650 uL do volume nas colunas brancas
(DNeasy Mini spin column). Centrifugou-se, na microcentrifuga Centrifuge 5415 D, as colunas
brancas a 6000 x g (8000 rpm) por um minuto. Descartou-se os filtrados e adicionou-se 500 puL
de tampao AW2 nas colunas brancas, centrifugando na microcentrifuga Centrifuge 5415 D a
6000 x g (8000 rpm) por um minuto. Descartou-se os filtrados, novamente, e transferiu-se as
colunas brancas para novos tudos de 2 mL, adicionando 500 pL de tampao AW2 e
centrifugando na microcentrifuga Centrifuge 5415 D a 16100 x g por dois minutos e 30
segundos. As colunas brancas foram transferidas para microtubos de polipropileno, pipetando
100 pL de tampao AE e incubando-se por 5 minutos a temperatura ambiente (23 °C) seguida
de deposi¢ao na microcentrifuga Centrifuge 5415 D para centrifugagdo a 6000 x g (8000 rpm)
por um minuto para eluir. Retirou-se e descartou-se as colunas brancas dos microtubos de
polipropileno, e por fim, fechou os mesmos para que permanecesse somente 0 DNA extraido.
Subsequente, as quatro amostras contidas nos microtubos de polipropileno foram identificadas
e mantidas em freezer com temperatura de -26 °C para posterior uso na Polymerase Chain
Reaction (PCR).

Para o teste de PCR foram utilizados os iniciadores universais ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5’- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (WHITE
et al., 1990), as quais amplificam um fragmento gendmico de 600 a 800 pares de bases (pb).
Na reagdo procede-se ao uso de produtos contidos no Extract-N-AMP TM Plant PCR Kit
(SIGMA). Foram utilizados 10 pL de Extract-N-Amp, 1 uL de cada primer (ITS1 e I1TS4), 2
puL de DNA extraido e 6 pL de dgua destilada, deionizada, e esterilizada tratada com DEPC,
em um volume total da reagdo de 20 L. em microtubo de polipropileno de 1,5 mL. Um controle
negativo sem DNA foi incluido nas amplificagdes do PCR. As reagdes foram efetuadas em um
termociclador PTC-200 (MJ Research), sob as seguintes condigdes: desnaturagao inicial a 94°C
por cinco minutos; seguidos de 30 ciclos com desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento
a 56°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 60 segundos; e extensao final a 72°C por cinco
minutos; com duragdo de aproximadamente duas horas e dezoito minutos.

Para avaliar a qualidade e integridade do DNA extraido, os produtos amplificados de
PCR e o controle foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1 %, corado com brometo
de etidio (10 mg/mL), utilizando o tampao TAE 1X, sendo aplicado 16 pL do produto de PCR
nas canaletas do gel, com dura¢do de aproximadamente 20 minutos. Os géis foram analisados
em transiluminador sob luz ultravioleta e fotografados por camera para posterior andlise do
amplicon.

4.3 Teste de Patogenicidade

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao do L.O.D.F., localizado na
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), municipio de Seropédica, na regido
oeste da baixada fluminense (22°46°09” S e 43°41°36” W). A altitude da area de estudo ¢ de
26 metros (Figura 2).

O clima ¢ do tipo tropical Aw, segundo a classificagdao de Képpen-Geiger, caracterizado
por duas estagdes bem definidas ao longo do ano, sendo uma chuvosa de novembro a abril e
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outra seca de maio a outubro, sendo julho o més mais seco. A temperatura média anual varia
de 24°C a 27°C e as precipitagdes pluviométricas em torno de 1.400 mm.ano!. As
caracteristicas do relevo do municipio sdo predominantemente marcadas pela topografia plana

e suave-ondulada. A vegetacdo original da regido ¢ composta de Floresta Estacional.

Figura 2. Localizagio da Area de Estudo, adaptado do Google Earth (2021).

Para avaliar se outras espécies botinicas da familia Lamiaceae sdo hospedeiras
alternativas do fitopatdgeno, realizou-se a inoculagdo de uredinidosporos em algumas espécies
de mudas sadias disponiveis no viveiro Ateli€ das Flores (Tabela 1).

Tabela 1. Lista de espécies da familia Lamiaceae contendo nome vulgar, utilizadas no Teste de Patogenicidade.

Nome vulgar Nome Cientifico Familia
Agg:é?:_ Clerodendrum quadriloculare (Blanco) Merr.) Lamiaceae
Lavanda Lavandula angustifolia Mill. Lamiaceae
Horteld Mentha spicata L. Lamiaceae
Alfavaca Ocimum americanum L. Lamiaceae
Manjericdo Ocimum basilicum L. Lamiaceae
Alfavacao Ocimum gratissimum L. Lamiaceae
Orégano Origanum vulgare L. Lamiaceae
Boldo-brasileiro Plectranthus barbatus Andrews Lamiaceae
Alecrim Rosmarinus officinalis L. Lamiaceae
Salvia Salvia officinalis L. Lamiaceae
Erva-cidreira Melissa officinalis L. Lamiaceae
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O inoculo oriundo de plantas de Teca em Seropédica-RJ foi obtido em abril de 2020 e
procedeu-se a coleta dos esporos através da raspagem das folhas sintomaéticas com o auxilio de
um pincel de cerdas macias. Posteriormente foi realizada uma suspensao de esporos com agua
destilada, deionizada, esterilizada e homogeneizada em agitador magnético Fisatom. A
suspensao foi ajustada a uma concentracao de 2x10* uredinidésporos por mL com o auxilio de
hemocitometro (SOOD et al., 2009; CHIMELLO, 2016; DELMADI, 2017).

O procedimento foi feito em casa de vegetagao sem controle de temperatura e umidade
utilizando trés mudas de cada espécie, incluindo a testemunha. As plantas foram cultivadas em
vasos plasticos de 2,8 litros contendo terra autoclavada + turfa esterilizada, sendo irrigadas com
irrigador diariamente.

Na inoculagao aplicou-se aproximadamente 100 pL da suspensdo de urediniésporos por
planta, foram depositadas goticulas da suspensao com auxilio de uma micropipeta P1000, em
seguida, um estilete esterilizado foi utilizado para fazer uma pequena perfuracio nas folhas.
ApoOs a inoculagao, foi preparado uma camara imida onde as mudas estiveram cobertas com
sacos plasticos transparentes por 24 horas (CHIMELLO, 2016; DELMADI, 2017). A
testemunha foi constituida da deposicao sobre as folhas de dgua pura, destilada e esterilizada,
sem a presenga de esporos. Subsequente a isto, as folhas das mudas foram avaliadas
diariamente, analisando se houve sinais do patégeno e/ou presenca de sintomas. A duragdo do
teste foi de 15 dias apds a inoculagao.

Foram registrados dados de temperatura e umidade no dia da inoculagdo, bem como a
média dos dados climaticos durante todo o experimento. A temperatura média didria foi de
25°C e a média da temperatura minima durante todo o experimento foi de 22°C e da maxima
de 24°C. A umidade relativa média diaria foi de 72%, com minima e maxima de 52% e 75%,
respectivamente.

Em junho de 2020 foi realizado a inoculagcdo em duas folhas de cada espécie das mudas
mencionadas anteriormente. Em condigdes assépticas as folhas foram desinfestadas com agua
destilada e esterilizada por 15 minutos, posteriormente transferidas para uma solu¢do de
hipoclorito de sédio a 0,25% por 15 minutos e colocadas em agua destilada e esterilizada por
mais 15 minutos. Aplicou-se 100 pL da suspensdo por folha contidas em placas de Petri, na
sequéncia, foi utilizado um estilete esterilizado para provocar um pequeno ferimento nas folhas.
As amostras foram mantidas sob temperatura de 26 & 2°C por cinco dias, a fim de se obter uma
camera Umida para verificar se houve o desenvolvimento do patégeno, como a formagdo de
estruturas vegetativas e/ou reprodutivas do fungo sobre o tecido foliar.

Para verificar a patogenicidade dos uredinidsporos obtidos de plantas de Teca e usados
nos testes de patogenicidade para as plantas da familia Lamiaceae, foram adquiridas mudas de
teca da empresa Futuro Florestal/SP para a realizacdo do Postulado de Koch. Estas foram
transferidas para vasos contendo turfa esterilizada e mantidas em casa de vegetacdo sem
controle de temperatura e umidade. Em abril de 2021 foi feita a inoculagdo das mudas, através
do mesmo procedimento mencionado anteriormente, porém utilizando trés mudas inoculadas e
uma testemunha. Os sintomas e sinais foram avaliados apds trés semanas de inoculagdo, por
meio de analise dos sintomas e exame microscopico.

4.4 Teste de Hospedeiros Alternativos

Amostras foliares de 28 espécies (Tabela 2) foram coletadas ao redor das arvores de T.
grandis, em um raio de aproximadamente 100 m, para verificar se essas plantas possam estar
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servindo como hospedeiro intermediario para alguma fase do ciclo do fungo causador da
Ferrugem da Teca.

Tabela 2. Lista de espécies botanicas contendo nome vulgar e familia existentes proxima a area dos individuos de
Tectona grandis Linn F.

Nome vulgar Nome cientifico Familia
Acalifa Verde Acalypha wilkesiana “Hoffmanii” Euphorbiaceae
Crista-de-peru Acalypha wilkesiana Miill. Arg. Euphorbiaceae
Alamanda-amarela Allamanda cathartica L. Apocynaceae
Perpétua-do-mato Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze Amaranthaceae
Graviola Annona muricata L. Annonaceae
Brachiaria Brachiaria sp. (Trin) Griseb Poaceae
Picéo-preto Bidens pilosa L. Asteraceae
Urucum Bixa orellana L. Bixaceae
Mamado Carica papaya L. Caricaceae
Laranja Citrus sp. Rutaceae
Manga-da-praia Clusia fluminensis Planch. & Triana Clusiaceae
Cocd Cocos nucifera L. Arecaceae
Café Coffea arabica L. Rubiaceae
Algodao Gossypium hirsutum L. Malvaceae
Mogno-africano Khaya grandifoliola C. DC. Meliaceae
Erva-cidreira-de-arbusto Lippia alba (Mill.) N.E.Br. Ex Britton & P.Wilson Verbanaceae
Acerola Malpighia emarginata D. C. Malpighiaceae
Sapoti Manilkara zapota L. Sapotaceae
Amora-preta Morus nigra L. Moraceae
Banana Musa sp. Musaceae
Falso-boldo Plectranthus barbatus Andrews Lamiaceae
Beldroega Portulaca oleracea L. Portulacaceae
Goiaba Psidium guajava L. Myrtaceae
Rosa Rosa sp. Rosaceae
Erva-moura Solanum americanum Mill. Solanaceae
Arnica Solidago chilenses Meyen. Asteraceae
Jambo-vermelho Syzygium malaccense L. Merr & Perry Myrtaceae
Pau-formiga Triplaris americana L. Polygonaceae

Quatro amostras foliares com area de 4 x 4 cm de cada planta foram postas em saco
plastico contendo 50 mL de dgua destilada, esterilizada e maceradas com auxilio de um pistilo.
O contetdo obtido foi transferido para tubo conico tipo Falcon, pesado em balanga eletronica
digital e centrifugado em uma centrifuga de mesa Sigma Laboratory Centrifuges 4K15, com
velocidade de 5.000 rpm por um minuto a 23°C de temperatura. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e procedeu-se a confeccao de laminas com o residuo (material precipitado) para
observagdo em microscopio otico OLYMPUS CX 40, com a finalidade de identificar a
presenca/auséncia de esporos do patdgeno.
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4.5 Epidemiologia (Incidéncia da Doenca)

Para a analise epidemiologica, que visa avaliar o progresso da doencga, foram coletadas,
semanalmente, durante o periodo de estudo, uma folha sintomatica da arvore Teca presente na
area com mais de 30 anos de idade, na direcdo leste (nascer do sol) no periodo da manha e
levadas para o laboratorio.

Em seguida, foram selecionadas quatro localidades na folha, duas proéximas a base e
duas préximas a ponta, através de um molde com dimensodes de 4 x 4 cm, a fim de realizar a
quantificagdo do nimero de pustulas presentes na face abaxial da mesma, com o auxilio de um
microscopio estereoscopico binocular Wild Heerbrugg Switzerland no aumento de 200x.

Os dados coletados foram organizados em planilhas Excel.

4.6 Analise Estatistica

Para verificar a correlacdo entre a frequéncia de pustulas nas folhas de teca e as variaveis
climaticas, foram coletados dados diarios de Temperatura do Ar (C°), Umidade Relativa do Ar
(%), Precipitagdo (mm) e Velocidade do Vento (m/s) da Estagdo Meteorologica Automatica de
Superficie (EMAS) de Seropédica, denominada de Ecologia Agricola (EA), no periodo de
estudo. Esses dados foram adquiridos no site do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET).

Ap6s a tabulacdo dos dados, foram elaborados graficos de linhas para a varidvel Nimero
de esporos em fungdo do tempo de estudo e Box Plot (esporos x meses) com o objetivo de
visualizar tendéncias. Em seguida, foi realizado a analise descritiva dos dados, com graficos de
dispersdo das variaveis, e indice linear de correlagdo de Spearman (rho), com a significancia
determinada pelo teste F (p <0,05), devido a ndo obtengcdo da normalizagdo dos dados e
homogeneidade da varidncia para realizar o teste paramétrico. Todas as analises foram
submetidas no programa “R” versao 3.5.1.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em marco de 2018 foi observado o desfolhamento acentuado, principalmente das folhas
mais baixas, de plantas adultas de T. grandis infectadas por um agente patogénico, bem como
pequenas lesdes clordticas que se evoluem para lesdes necrdticas de coloracdo marrom
alaranjado e queimaduras presentes essencialmente nas bordas da parte superior das folhas,
caracterizando o inicio da infeccao.

Na parte inferior foi observado uma colora¢do amarela alaranjada devido a intensa
acumulagdo de massa de esporos, ou seja, inumeras pustulas pulverulentas, que rompem a
epiderme liberando os uredioniosporos, espalhadas pela folha e que com o avango da doenca
reveste toda superficie foliar. Além disso, verificou-se os mesmos sintomas e sinais nos frutos
das plantas (Figura 3A - J).
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Figura 3. Sintomas de ferrugem associados a espécie florestal Tectona grandis. (A-B) Arvores adultas com queda
precoce e severa das folhas; (C-D) Parte superior da folha com aspecto de queima; (E-F) Parte inferior da folha
com pustulas pulverulentas de esporos do patdgeno; (G-H) Folhas secas caidas sob o solo totalmente revestidas
pela massa de esporos e limbo com aspectos de queima; (I-J) Frutos cobertos por esporos e com aspecto de queima.
Fotos: Savana L. Rodrigues

A mesma sintomatologia foi descrita em Cuba por Pérez et al. (2009) quando relataram
que os sintomas se iniciaram com diminutas areas de necrose regulares e irregulares de cores
marrom a cinza que cobrem a superficie superior da folha. Posteriormente, as folhas secam e
apresentam um aspecto de queima. Surge também, a presenca de numerosas urédias
subepidérmicas de coloracdo amarelada na superficie inferior da folha (CABRAL et al., 2010;
KOFFI et al., 2018), e com a completa severidade, precede-se ao desfolhamento da planta.

Segundo Arguedas (2004) em plantas jovens, especialmente associadas a viveiros,
ocorre a maior suscetibilidade ao desfolhamento. Porém, Sales (2016) relata que a desfolha
intensa da planta ocorre com o aumento da severidade da doenga, levando a perdas expressivas
na producdo madeireira devido a reducao da taxa fotossintética. Esse fato ¢ confirmado pela
observacdo do desfolhamento das plantas adultas durante os meses mais frios do ano para o
estado do Rio de Janeiro (maio a agosto).

Para Pérez et al. (2009) os primeiros sintomas ocorrem nas folhas das plantas de todas
as idades, entretanto, as folhas mais velhas sdo as mais infectadas, com sintomas drasticos,
especialmente as folhas das partes baixas (ARGUEDAS, 2004; BARCELI et al., 2019), tal
como também foi verificado nos resultados supracitados.

De acordo com Ferrari (2011) em plantas adultas as lesdes cloroticas podem evoluir
para necroticas até queima generalizada. Em concordancia com este trabalho, Arguedas (2004)
afirma que arvores isoladas ou estressadas apresentam grandes quantidades de infec¢des que
podem cobrir toda a folhagem. Além disso, Cabral e colaboradores (2010) observaram que as
lesdes também estdo visiveis nas inflorescéncias da planta.

5.1 Analise Morfolégica

As caracteristicas macroscopicas do agente causal podem ser visualizadas na superficie
inferior das folhas de teca, com a presenca de pustulas pulverulentas subepidérmicas
representadas pela estrutura de frutificagao da fase Il (urédias) do ciclo do fungo (Figura 4A).
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A andlise das estruturas fungicas, em laminas, permitiu observar os urediniosporos de
pigmentagdo amarelo-alaranjado (Figura 4B) e parte do tecido foliar impregnado por
urediniosporos (Figura 4C). Estes sdo obovoides, unicelulares, equinulados, hialinos a amarelos
brilhante, com dimensdes variando de 17,9-23,5 x 15,7-19,6 um; paredes lisas e espessas com
2 um de largura. Auséncia de telidsporos.

C

Figura 4. (A) Face abaxial da folha de teca com detalhes das urédias de Olivea tectonae sob observag¢do em
Microscopio Estereoscopico binocular (120x). (B) Lamina contendo uredinidsporos amarelo-alaranjados sob
observacdo em microscopio otico (100x). (C) Amostra foliar sintomdtica de teca com uredinidsporos sob
observacao ao microscopio 6tico (200x). Fotos: Savana L. Rodrigues
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Bonaldo et al. (2011) e Mesquita et al. (2016) analisando material coletado em Mato
Grosso e Sergipe, evidenciaram a presenca de urediniésporos em folhas de teca com as mesmas
caracteristicas microscopicas descritas acima.

Na Costa Rica, outros autores descreveram caracteristicas similares, como Arguedas
(2004) ¢ Arguedas et al. (2013) que identificaram uredinidsporos equinulados, ovoides a
elipsoides, medindo 17-20 x 15-25 pum. Para Ferrari (2011) o fungo forma urédios hipofilos,
pulverulentos, subepidérmicos, com parafises cilindricas, curvas e proeminente no apice. Os
uredinidsporos sao unicelulares ovalados, arredondados e equinulados, hialinos a amarelados
com tamanho variando de 18-28 x 14-22 pm.

Pieri et al. (2011) e Marques et al. (2015) encontraram as mesmas caracteristicas para
suas regides de estudo, onde as urédias eram hipoéfilas, com 0,2-0,5 pm de didmetro, amarelas,
pulverulentas, subepidermais, irrompentes, parafises densas e marginais; parafises cilindricas,
encurvadas, 27-55 x 7-13 um, unidas na base, lisas, paredes engrossadas distalmente, hialinas
a marrom-palidas. Urediniosporos pedicelados, subglobosos, obovoides a elipsoides, 21-24 x
16-18 um, quando novos com conteudo amarelo-alaranjado, parede de coloracdo marrom-
canela, medindo 0,5-1,0 um de espessura, poros germinativos inconspicuos.

No estado do Amazonas, Gasparotto et al. (2013) observaram através da microscopia
eletronica de varredura uredinias mistas subepidérmicos, irrompentes, parafisadas e hipofilas,
0,1-0,5 mm, compostos de uredinidosporos amarelos e brilhantes, pedicelados equinulados,
ovoides a subovoides ou elipsoides, com poros germinativos equatoriais, 18-28 x 14-22 um;
paredes hialinas (até 2,5 um), com telidosporos velhos produzidos nas uredinias; parafises
periféricas, hialinas ou levemente amarronzadas, curvadas, cilindricas e unidas nas bases e
largas nos apices, 30-47 x 10-14 um, paredes até 5 pm. Télios mistos ou separados, serosos,
subepidérmicos, telidsporos sésseis, 22-15 x 3,8-12,6 um, unicelulares, sobre células
esporogénicas, poros germinativos apicais com germinag¢ao sem dorméncia.

Osorio et al. (2019) utilizando técnicas de microscopia de varredura revelaram
urediniosporos globosos, pediculados, de formato ovoide a elipsoide, com cores variando de
amarelo a amarelo-laranja e marrom, e tamanho variando de 16-25 x 12-23 um. Observaram
parafises densas e marginais, cilindricas e curvas. Os tubos germinativos de esporos em
germinacdo eram em média 26 x 3 um e os apressorios eram em média 6 x 3 um. Nao foram
observados telidsporos.

Recentemente, na Bahia Silva et al. (2020) visualizaram uredinios hipofilos, dispersos,
subepidermais, irrompentes, de colorag¢do laranja amarelado brilhante, pequenos, com 0,2-0,5
mm de didmetro. Uredinidsporos subglobosos, obovoides a elipsoides, de coloragdo laranja
amarelado, com 18-26 x 14-20 pm, apresentando ornamentagdo equinulada, hialina, com 2 um
de espessura. Parafises periféricas, encurvadas, unidas na base, formando um plexo de hifas
entrelagadas, cilindricas, inchadas no apice, com 30-45 x 10-14 pm, parede lisa, de coloracao
hialina a castanho clara, com 2,5 pm de espessura.

Para Pérez e colaboradores (2009), em Cuba, as urédias eram pulverulentas, alaranjadas,
subepidérmicas no inicio, depois irrompentes. As parafises eram cilindricas, curvas e inchadas
no apice, de 3-5 um. Os urediniosporos eram ovoides, amarelo-alaranjado, equinulados, 20-23
x 16-22 pum, com poros germinativos presentes e paredes celulares com espessura de 2—5 pm.
Telidsporos estavam ausentes.

Em trabalho realizado no continente africano por Koffi et al. (2018) as urédias
apresentavam parafises hialinas encurvadas medindo 31-39 x 15-20 um. Uredinidsporos
produzidos em um pedicelo curto, subgloboso, ovoide a elipsoide, equinulado amarelo
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alaranjado ou hialino medindo 25-36 x 18-21 um. Os autores também ndo observaram
teliésporos.

Na Colombia, Céspedes e Yepes (2007) detalharam a morfologia do fungo como soros
anamorficos hipofilos, redondos; parafises cilindricas, curvadas, parede espessada, hialino ou
amarelado, lisa, unidas na base; anamorfo, pediculado, subglobosa, ovoide a elipsoide, com 18-
28 x 14-22 um, parede com 2 pm de largura, poros germinais hialinos, equinulados. Teliosporos
semelhantes ao anamorfo; probasidio clavado a cilindrico, 38-51 x 6-11 pm, parede
hialina; metabasidio formado pelo alongamento apical do probasidio; basididésporos globosos a
ovoides, 8-9 um de diametro.

Desta maneira, as caracteristicas morfologicas observadas foram confirmadas para os
uredinidsporos, semelhantes ao descrito na literatura citada para O. tectonae (segundo Index
Fungorum), agente causal da Ferrugem da Teca, no Brasil, especificamente no estado do Rio
de Janeiro, sendo essa a tnica e exclusiva ferrugem conhecida desta espécie florestal.

Nao obstante, Aime e McTaggart (2021) consideram existir mais um género de
Ferrugem associado a teca e denominaram a espécie como Neoolivea tectonae (Racib.) Aime
& McTaggart, que difere das outras espécies de Olivea descritas na produc@o de uredinidosporos
arredondados com poros germinativos imperceptiveis, bem como télia laranja cerosa.

5.2 Analise Molecular

Os produtos de PCR do fungo O. tectonae utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4
originou o fragmento esperado de 600 pb para as amostras A e D, sendo estas consideradas as
melhores opgdes para a identificagdo do patdégeno, por terem proporcionado quantidades
satisfatorias de DNA para a amplificagdo. As amostras B e C ndo apresentaram bandas,
significando a ineficiéncia dessas metodologias de pré-extracao (Figura 5).

600 pb

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose a 1% contendo brometo de etidio do produto de amplificagdo da regido
do DNA por PCR de Olivea tectonae com os “primers” ITS1 e ITS4. (M) Marcador de massa molecular (1kb);
(CN) Controle negativo da reagdo; Amostras das quatro metodologias de pré-extragao representadas pelas letras
A,B,CeD.
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Este resultado concorda com os obtidos por outros autores que encontraram fragmentos
de aproximadamente 600 pb para a regido ITS1 e ITS4 de isolados fungicos dos géneros
Trichoderma Pers. e Fusarium Link (MENEZES et al., 2010).

Osorio (2016) na identificagdo do patdégeno através da analise molecular obteve o
mesmo fragmento de 600 pb, porém utilizou método distinto na reagdo para amplificar o DNA,
sendo este composto por 12,5 uLL de Tag DNA Polymerase Master Mix Ampliqon III (Ampligon
ApS, Copenhagen, Denmark), 0,25 uL de cada “primer” (ITS1 ¢ ITS4), 3 uL. de DNA do fungo
e 9 uL de agua ultra pura. Houve diferenciagdo nos ciclos para as amplificagdes, que foi
programado para desnaturagdo inicial a 95°C por 2 minutos, seguido de 38 ciclos de 95°C por
30 segundos, anelamento a 51°C por 1 minuto, extensao a 72°C por 1 minuto, ¢ extensao final
a 72°C por 5 minutos.

5.3 Teste de Patogenicidade

Nas condi¢des avaliadas, ap6s 24 horas de inoculagao com a retirada dos sacos plasticos
transparentes das mudas ndo foram observadas lesdes cloroticas ou manchas tipicas de O.
tectonae nas folhas das espécies de Lamiaceae.

No 5°,10° e 15° dias ap6s a inoculagdo, avaliando a incidéncia da doenga para confirmar
a patogenicidade do fungo no tratamento contendo trés mudas mais a testemunha, as folhas das
mudas inoculadas permaneceram assintomaticas (Figura 6A-K).
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Figura 6. Ensaio de patogenicidade: Vasos acondicionados com mudas das espécies de Lamiaceae apds 15 dias
de inoculagio. (A) Clerodendrum quadriloculare (Blanco) Merr.); (B) Lavandula angustifolia Mill.; (C) Mentha
spicata L.; (D) Ocimum americanum L.; (E) Ocimum basilicum L.; (F) Ocimum gratissimum L.; (G) Origanum
vulgare L.; (H) Plectranthus barbatus Andrews; (I) Rosmarinus officinalis L.; (J) Salvia officinalis L.; (K) Melissa
officinalis L. Fotos: Savana L. Rodrigues

A inoculagdo em folhas das espécies botanicas estudadas que estavam mantidas em
placas de Petri, foram examinadas apos 7 e 15 dias e ndo se observaram sintomas de O. tectonae
para nenhuma das amostras (Figura 7A-K), indicando, portanto, que essas espécies sdo imunes
ao agente causador da ferrugem, e que provavelmente, ndo estdo servindo como fonte de

in6culo para o fungo.

J

K
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Figura 7. Ensaio de patogenicidade: Folhas das mudas submetidas a cAmara tmida ap6s 15 dias de inoculagao.
(A) Clerodendrum quadriloculare (Blanco) Merr.); (B) Lavandula angustifolia Mill.; (C) Mentha spicata L.; (D)
Ocimum americanum L.; (E) Ocimum basilicum L.; (F) Ocimum gratissimum L.; (G) Origanum vulgare L.; (H)
Plectranthus barbatus Andrews; (I) Rosmarinus officinalis L.; (J) Salvia officinalis L.; (K) Melissa officinalis L.
Fotos: Savana L. Rodrigues

Segundo Ferrari (2011) e Arguedas (2004) esta doenca ¢ uma ferrugem autoécia e
microciclica, ou seja, desenvolve suas fases em um Unico hospedeiro, ¢ seu ciclo de vida ¢
considerado incompleto, pois ndo se conhece todos os cinco tipos de esporos. Até o momento
nenhum outro hospedeiro foi relatado na literatura. Isto pode ser comprovado neste trabalho,
diante da ndo obtencao de sintomas e sinais nas espécies botanicas inoculadas com O. tectonae,
bem como, na busca por hospedeiros alternativos em area localizada proximo ao plantio dos
individuos de T. grandis.

Os sinais do patdgeno foram observados apos 5 dias de inoculacdo das mudas de teca,
onde as pustulas contendo esporos amarelo alaranjados eram visiveis a olho nu na face inferior
das folhas (ARGUEDAS et al., 2004). Os mesmos sintomas observados na infecgdo original
por O. tectonae ocorreram ap6s 15 dias de inoculagdo, como lesdes clordticas, necréticas e
queima foliar (Figura 8 e 9) (FERRARI, 2011), demonstrando assim que as mudas ndo
apresentaram resisténcia ao patogeno.

1 2 3 4

Figura 8. Vasos contendo mudas de Tectona grandis apos 15 dias de inoculagdo. As mudas inoculadas com o
fungo estdo representadas pelos niimeros 1, 2, 3, sendo 4 a testemunha. Foto: Savana L. Rodrigues
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Figura 9. Folhas das mudas de teca ap6s 15 dias de inoculacao. (A-B) Face adaxial e abaxial sintomatica da muda
1; (C-D) Face adaxial e abaxial sintomatica da muda 2; (E-F) Face adaxial e abaxial sintomatica da muda 3; (G-
H) Face adaxial e abaxial assintomatica da muda 4 (testemunha). Fotos: Savana L. Rodrigues

Os urediniosporos que surgiram nas mudas de teca, apds inoculacao, foram coletados
novamente e sua similaridade com O. tectonae foi confirmada microscopicamente através de
caracteres morfologicos.

Delmadi (2017) em experimento realizado através da inoculacdo de O. tectonae,
analisando trés distintos clones de teca, sob condi¢des controladas, verificou assim como neste
trabalho que houve incidéncia do fungo, sem demonstra¢ao de resisténcia dos clones ao
fitopatdgeno.

5.4 Epidemiologia (Incidéncia da Doenca)

A primeira coleta ocorreu em mar¢co de 2018, quando foi observado o inicio dos
sintomas nas folhas de teca. A incidéncia da doenga aumentou, significativamente, ao longo do
tempo, atingindo um valor maximo de 360 pustulas na area foliar, em 5 de junho de 2018,
coincidindo com a menor temperatura média mensal do periodo. Em seguida, ocorreu um
decréscimo do niimero de pustulas, estagnando-se na tltima semana do més de agosto quando
foi possivel realizar a ultima avaliagdo, pois em setembro a arvore ja se encontrava bastante
desfolhada devido a espécie ser caducifdlica, ou seja, perde grande parte das suas folhas durante
o periodo de repouso vegetativo, e devido a progressao severa da doenca.

Em 2019 o niimero de pustulas na area foliar foi maior em comparagdo ao ano anterior,
atingindo 1392 pustulas em 26 de junho, porém € possivel verificar a mesma tendéncia de 2018,
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em que apos a infeccdo, que ocorreu provavelmente nos meses mais quentes do ano, existe uma
elevacao neste nimero, tendo um declinio conforme a temperatura diminui.

Em 2020 obteve-se um valor extremo de 706 pustulas em 15 de junho, e a estagnacao
do nimero de pustulas ocorreu somente no més de setembro, quando foi possivel realizar a
ultima coleta anual.

Houve um total de 26 avaliagdes no intervalo de margo a agosto de 2018, 30 avaliagdes
de margo a setembro de 2019 e 34 avaliagdes de janeiro a setembro de 2020 (Figura 10).
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Figura 10. Curvas epidémicas do processo de incidéncia da “Ferrugem da Teca” causada por Olivea tectonae em
2018, 2019 e 2020, no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

A incidéncia foi considerada uma variavel apropriada para monitorar a doenga durante
o periodo de avaliacdo (SALES et al., 2017). Nos trés anos de avaliagdo, é possivel observar
um aumento da intensidade da doenga ocorrendo durante os meses mais frios do ano, entre
meados de maio até julho, onde se encontra o periodo mais frio e seco do ano.

A anélise de distribui¢ao do Numero de esporos em func¢ado do tempo de avaliacdo pode
ser observada mediante representagdo de graficos Box Plot, bem como através dos valores de
limites e medianas (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de Limite Inferior, Mediana e Limite Superior obtidos nos meses de avaliagdo para os anos de
2018, 2019 e 2020.

2018 2019 2020

Meses Min. Med. Max. Min. Med. Maix. Min. Med. Max.
Jan - - - - - - 0 0 0
Fev - - - - - - 1,5 8,62 22,75
Mar 4,5 44,88 102,25 4,25 48,12 108,25 30,25 54,88 173,5
Abr 118,2 163 188,5 116 147 196,8 263,5 308,6 379,8
Mai 196,2 268 332,8 164,8 245,8 433,5 321,8 484.,8 576,2
Jun 205 277,9 360,2 714 1235 1393 501,8 664,9 706
Jul 169 186,4 199,5 555,8 634,9 767,2 364,2 499,8 556,5
Ago 98,75 155 163,5 199,2 334.,6 4472 21,5 75 2952
Set - - - 83,75 190,12 300,25 0 1 6,75

Min=Limite inferior; Med= Mediana; Max=Limite superior.
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Para 0 més de margo de 2018, verificou-se o valor da mediana de 44,88. Houve um
aumento do Numero de esporos para os meses de abril, maio ¢ junho com medianas de 163,
268 ¢277,9, respectivamente. Entretanto, em julho (186,4) e agosto (155) houve um decréscimo
na mediana para o Numero de esporos (Figura 11).

Figura 11. Box Plot contendo limites inferiores e superiores do Niimero de esporos de Olivea tectonae em plantas
de Tectona grandis em fung¢do dos meses avaliados em 2018, utilizando a mediana (linha horizontal no centro da
caixa), para o municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

No més de margo de 2019, foi encontrado o valor de 48,12 para a mediana. Nos meses
de abril, maio e junho ocorreu um aumento gradativo com medianas de 147, 245,8 e 1235,
respectivamente. ApOs atingir seu maximo valor, hd um decaimento na mediana para o Nimero
de esporos em julho, agosto e setembro, com valores de 634,9, 334,6 e 190,12, respectivamente
(Figura 12).
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Figura 12. Box Plot contendo limites inferiores e superiores do Namero de esporos de Olivea tectonae em plantas
de Tectona grandis em fungdo dos meses avaliados em 2019, utilizando a mediana (linha horizontal no centro da
caixa), para o municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

Em 2020, no inicio da avaliacdo, correspondente aos meses de janeiro e fevereiro foi
encontrado valores de mediana de 0 e 8,62. Para marco, abril, maio e junho verificou-se um
aumento do Numero de esporos com medianas de 54,88, 308,6, 484,8 ¢ 664,9, respectivamente.
Por fim, em julho, agosto e setembro observou-se a diminui¢do na mediana (499,8, 75 ¢ 1)
(Figura 13). Portanto, através destes resultados de estatistica descritiva, pode-se verificar a
tendéncia de aumento no Numero de esporos ocorrendo no més de junho para os anos de 2018,
2019 e 2020, sendo que os meses iniciais de andlise (janeiro, fevereiro € mar¢o) hd uma menor
quantidade de folhas infectadas. Da mesma forma, apos o pico de infec¢ao, que aconteceu em
junho, houve diminui¢do progressiva da doenga para os ultimos meses analisados.

Figura 13. Box Plot contendo limites inferiores e superiores do Namero de esporos de Olivea tectonae em plantas
de Tectona grandis em fungdo dos meses avaliados em 2020, utilizando a mediana (linha horizontal no centro da
caixa), para o municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

A relagdo do Numero de pustulas nas folhas de teca com as varidveis climaticas
Temperatura do Ar, Umidade Relativa do Ar, Precipitagdo e Velocidade do Vento, para os anos
de 2018, 2019 e 2020, estdo representadas por graficos nas figuras 14, 15 e 16, respectivamente.
Além disso, os indices de correlagdo de Sperman e valores p podem ser observados na Tabela
4.
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Figura 14. Comparacdo da quantidade de pustulas contidas em folhas de Tectona grandis com a Temperatura do Ar (°C), Umidade Relativa do Ar (%), Precipitacédo
(mm) e Velocidade do Vento (m/s) durante os meses avaliados em 2018, no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.
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Figura 15. Comparagdo da quantidade de pustulas contidas em folhas de Tectona grandis com a Temperatura do Ar (°C), Umidade Relativa do Ar (%), Precipitagdo
(mm) e Velocidade do Vento (m/s) durante os meses avaliados em 2019, no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.
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Figura 16. Comparacdo da quantidade de ptstulas contidas em folhas de Tectona grandis com a Temperatura do Ar (°C), Umidade Relativa do Ar (%), Precipitagio
(mm) e Velocidade do Vento (m/s) durante os meses avaliados em 2020, no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.
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Tabela 4. Correlagdo entre o Numero de pustulas e as variaveis climaticas nos anos de 2018, 2019 e 2020.

Variaveis 2018 2019 2020
Climaticas rho p- value rho p- value rho p- value
Temperatura  -0,5238  0,0059*  -0,5768  0,0012*  -0,5658  0,0004*
Umidade -0,0625 0,7614 -0,4478  0,0138*  -0,3195 0,0654

Vel. do Vento  0,0608 0,7677 0,3321 0,0761 0,0605 0,7339
Precipitacdo -0,1904 0,3591 -0,5744  0,0009*  -0,3793  0,0269*

Coeficiente de correlagdo de Spearman (rho). *Significancia estatistica para o teste de correlagdo Spearman
p<0,05.

A literatura cita que a doenca estd diretamente relacionada com as varidveis climaticas,
porém nao houveram fortes correlagdes significativas da incidéncia de ferrugem com as
variaveis climaticas. As correlagdes entre o Numero de pustulas e a Velocidade do Vento, nos
anos de 2018, 2019 e 2020 (rho=0,0608 e p-value=0,7667, rh0=0,3321 e p-value=0,0761,
rho=0,0605 e p-value=0,7339, respectivamente) foram positivas e nao significativas. Entre o
Numero de pustulas e a Temperatura do Ar para os anos de 2018 (rho=-0,5238 e p-
value=0,0059), 2019 (rho=-0,578 e p-value=0,0012) ¢ 2020 (rho=-0,5658 ¢ p-value=0,0004)
os coeficientes de Spearmane os valores p indicam que todas as correlacdes foram
negativas significativas. Verificou-se também correlagdes negativas entre o Numero
de pustulas e a Precipitagdo, porém, apenas para os anos de 2019 (rho=-0,5744 ¢ p-
value=0,0009) ¢ 2020 (rho=-0,3793 e p-value=0,0269) essas correlagdes foram significativas.
Finalmente, entre o NUimero de pustulas e a Umidade Relativa do Ar ocorreu significancia
somente para 2019 (rho=-0,4478 e p-value=0,0138).

Analisando os graficos ¢ possivel perceber que a Umidade do Ar e a Velocidade
do Vento obtiveram grandes oscilagdes durante todo o periodo de avaliagdo da doenca,
tornando inconcebivel dimensionar a relagdo dessas varidveis com a germinagdo dos esporos
na planta. Em contrapartida, a Velocidade do Vento parece ter sido favordvel quanto a
disseminagdo dos esporos, justamente devido as correlagdes positivas obtidas com o mesmo e
pela grande oscilacdo nos anos avaliados, atingindo valores altos nos meses mais frios do ano
(junho a agosto).

Para Sales et al., (2017) a evolugdo das epidemias esta diretamente relacionada com as
variaveis climaticas. E assim como nos resultados obtidos nesse estudo, os autores observaram
que nos meses de fevereiro a abril a precipitacao foi maior na area de avaliagdo, o que pode ter
beneficiado a germinacdo dos urediniésporos e ter iniciado o processo de infeccdo nas folhas
de teca.

Os fatores climaticos incidem sobre o comportamento das doengas como as ferrugens
(DIAZ et al., 2006). Por exemplo, a ferrugem do café (Hemileia vastatrix Berk. & Br.), requer
um minimo de precipitagdo para se estabelecer, bem como um periodo seco no meio dos meses
chuvosos para promover uma dissemina¢do bem-sucedida dos uredinidésporos (BOCK, 1992).

Diaz e colaboradores (2006) relatam que a precipitagdo pode influenciar no grau de
severidade da Ferrugem da Teca, uma vez que na avaliagdo da doenga, nos meses de julho e
agosto para a regido do Pacifico Central, ao qual apresentou severidade mais alta, as médias
anuais de precipitagdo também foram mais altas em comparacao as demais regides avaliadas no
estudo. Para o estado do Rio de Janeiro, os meses com maiores precipitagdes foram de fevereiro
a abril, logo apds a infeccdo, e entre agosto e setembro, periodo de desfolhamento das plantas
de teca, devido a deciduidade da mesma ¢ a severidade da doenga. Entretanto, em trabalho
realizado por Osorio et al. (2019) com a Ferrugem da Teca, discordam dessa afirmagao e
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alegam que a incidéncia e a severidade da ferrugem ocorrem independentemente do periodo
chuvoso ou seco.

Sales et al. (2017) afirmaram para o estado do Tocantins que apds a germinagao
dos uredinidsporos, altas temperaturas e umidade foram suficientes para aumentar a severidade
da ferrugem. Neste trabalho, temperaturas elevadas, apesar das correlagdes serem baixas, sao
significativas e podem estar associadas ao aumento da incidéncia da doenga, bem como altos
valores de umidade, além disso, a partir do momento em que hd um pico no numero de
pustulas 0 mesmo torna a cair junto com a temperatura e a umidade local.

Os mesmos autores citados acima em sua avaliagdo também puderam observar que a
temperatura média maxima mensal chegou a 38°C e a minima foi em torno de 18°C. Essa
amplitude térmica em torno de 20°C permitiu a formagdo de umidade foliar e provavelmente
favoreceu a germinagdo do urediniosporo, iniciando a infeccdo foliar e possivelmente
favorecendo o aumento da severidade da doenga. Porém, ndo € possivel confirmar esta hipotese
para o estado do Rio de Janeiro, j4 que durante a avaliacdo da doenca a temperatura média
maxima mensal foi de 27°C e a minima de 20°C, mostrando uma baixa amplitude térmica.

Os dados relativos as condig¢des climaticas do local para os trés anos de avaliagao estao
demonstradas na tabela 3.

Tabela 5. Médias de Temperatura, Umidade do ar, Velocidade do Vento e Precipitagdo para o més de junho nos
anos de 2018, 2019 e 2020. Fonte: INMET.

Temperatura Umidade do Velocidade do TR
Precipita¢io

do Ar Ar vento
°C % m/s mm
2018 21,8 75,2 1,76 0,004
2019 243 73,8 1,72 0,11
2020 22,7 68,4 1,85 0,008

Para Arguedas (2004) a severidade da ferrugem varia de ano para ano, dependendo das
condig¢des climaticas. Isto pode ser observado na analise da incidéncia, em que houve variagdes
quanto ao numero maximo de pustulas atingido para 2018 (360 pustulas), 2019 (1392 pustulas)
e 2020 (706 pustulas), ocorrendo no més de junho de cada ano. O alto valor obtido para 2019
pode ser justificado pelo maior valor médio de temperatura e precipitagdo quando comparado
com os outros anos de avaliagao.

Jesus Junior et al. (2004), registram que, ndo obstante a sua grande importancia, a
avaliacdo de danos estd longe de ser uma ciéncia exata. As estimativas dos danos provocados
pelas doengas de plantas podem ser altamente varidveis, incorporando grande margem de erro,
como ¢ perceptivel nessa pesquisa.

Nao foi possivel realizar o teste de severidade da Ferrugem da Teca para o local de
estudo, devido a ndo obtengdo de uma populacdo quantitativa de arvores de T. grandis, mas
Delmadi e colaboradores (2018) afirmam que o estudo com base na avaliagdo da severidade da
ferrugem através da escala diagramatica € mais eficaz, por ser uma ferramenta de boa precisao
e que reduz o erro na estimativa visual na quantificagdo dos sintomas da intensidade dessa
doenca.

Hackbarth et al. (2014) consideram que, o indculo no campo, quando encontrado em
folhas de teca que permanecem nas arvores, tem maiores chances de iniciar o processo de
infec¢do, devido a observagdo do maior indice de germinag¢ao dos uredinidésporos in Vitro.
Considerando isto, como nem todas as folhas cairam das arvores no periodo de estudo, ¢
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provavel que o indculo esteja sobrevivendo e infectando as plantas a cada ano, quando ressurge
as condi¢des ideais para a germinacao.

Ha uma escassez de informagdes na literatura sobre a incidéncia desta doenca (SALES
et al., 2017), principalmente no Brasil, onde a praga ndo é mais considerada quarentenaria, e
sim uma praga nao regulamentada. Desse modo, poucos estudos foram feitos relacionando O.
tectonae com varidveis climaticas, impossibilitando estimativas sobre verdadeiras ameagas em
plantios florestais de teca. Mas, Hackbarth et al. (2014) asseguram que os uredinidsporos desse
fungo sobrevivem por periodos prolongados, sendo um dos fatores mais importantes na
manuten¢do de sua viabilidade o armazenamento dos esporos em temperaturas mais baixas.

5.5 Estratégia de Controle

Ferrari (2011) relata que ainda ndo ha fungicidas registrados no Brasil para controle da
“Ferrugem da Teca”, ndo havendo medidas de controle especificas e eficazes para essa doenca.
Porém, em trabalho realizado por Osorio et al. (2018) foi avaliado que os 6leos essenciais de
capim-limdo, citronela, mastruz e noni apresentaram efeito inibitério na germinacdo de
uredinidsporos de O. tectonae, destacando-se os 0leos essenciais de noni e capim-limao, que
nas concentragdes de 2.000 e 4.000 uL L', respectivamente, inibiram 100% a germinagio dos
urediniésporos no teste in vitro.

Para Marques et al. (2015) o controle desta patologia ¢ dificultado por varios fatores,
dentre eles, pela capacidade de disseminagao do fungo e da facilidade de dispersao dos esporos
através do vento, e ao fato que as arvores atingirem grande porte. Além disso, no momento
atual, ha poucos estudos sobre esse controle e para estabelecer estratégias de manejo adequadas
e eficientes, € necessario um profundo conhecimento do patossistema (SALES, 2016).

De acordo com Arguedas (2004), Sharma e colaboradores no ano de 1985 detectaram
dois hiperparasitas fungicos que afetam patogenos associados a Ferrugem, Acremonium recifei
(Ledo & Lobo) W. Gams, considerado o principal, ataca os urediniésporos durante os periodos
relativamente secos do ano e esporula profusamente sobre os esporos. Cladosporium
oxysporum Berk. & MA Curtis foi observado no final da estagdo chuvosa, aparece como uma
parte verde escuro a preta com esporulacdes abundantes nos uredinidsporos e frequentemente
cobre grande parte das folhas. O mesmo autor relata que infec¢des por ferrugem nio sao
consideradas como atingindo niveis epidémicos, possivelmente devido a agao de hiperparasitas.
Entretanto, neste trabalho ndo foram encontradas essas espécies flingicas se associando com O.
tectonae.

Em 2020, na estacdo seca foi encontrado nas arvores de Teca, em Seropédica-RJ, um
hiperparasita fiungico que se alimentava dos esporos do agente causal da “Ferrugem da Teca”.
Este hiperparasita ataca as estruturas fingicas de O. tectonae, diminuindo assim, a densidade
de in6culo. O sinal € perceptivel através de inimeros esporos de coloragdo preta cobrindo as
pustulas de O. tectonae na face abaxial das folhas de T. grandis (Figura 15).
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Figura 17. Folhas de Tectona grandis Linn F. apresentando pustulas de Olivea tectonae e esporos pretos de
hiperparasita fungico na face abaxial. Fotos: Savana L. Rodrigues

A identificacdo do fungo estd sendo realizada no L.O.D.F./UFRRJ, através da analise
morfoldgica e molecular.

Em abril de 2021, nas amostras de Teca, em Seropédica-RJ, foi observado um acentuado
aumento dos esporos desse hiperparasita sobre os esporos de O. tectonae, que recobria
praticamente toda a superficie inferior das folhas de teca. Juntamente a isto, foi detectado
inimeros acaros de coloracdo laranja do género Tarsonemus sp. Can. e Fanz. (Figura 18), que
sdo micofagos, possivelmente podem estar se alimentando dos fitopatégenos e/ou transportando
seus esporos, provocando assim dano indireto na planta pela a¢do de disseminacao dos fungos
(HOY, 2011).

A familia Tarsonemidae inclui acaros fitofagos, fungivoros e insetivoros (OSHOA et
al., 1991). Espécies de acaros do género Tarsonemus sdo comumente encontradas em uma
variedade de habitats, incluindo solo, serrapilheira, madeira em decomposi¢do, associados com
insetos, em graos armazenados, em poeiras € em plantas herbaceas incluindo coniferas, plantas
monocotiledéneas, e especialmente dicotiledoneas, ambas caducifolicas e perenes
(LINDQUIST, 1986). Portanto, ¢ necessario realizar uma identificagdo mais especifica deste
microrganismo a nivel de espécie para averiguar sua verdadeira influéncia nas arvores de teca.

A B

Figura 18. Acaro micofago Tarsonemus sp. (A) sob observagdo em microscopio 6tico (1000x) (B) sob
observacdo em microscopio 6tico com 6leo de imersdo (1000x). Foto: Savana L. Rodrigues
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Sao praticamente inexistentes relatos de adcaros em teca no Brasil. Ha um registro no
estado do Mato Grosso, feito por Santos e colaboradores (2014) que encontraram alta infestagao
de acaro fitofago da espécie Tetranychus urticae Koch. (Acari: Tetranychidae) em mudas
comercias clonais de teca em viveiro florestal. Este ocasiona necrose nos tecidos foliares, e
consequentemente queda prematura das folhas afetadas, retardando, portanto, o
desenvolvimento vegetativo das plantas.

Gasparotto e Pereira (2013) recomendam como medida de exclusdo a interceptacao do
material doente, a eliminacao do patégeno de material propagativo, o plantio de mudas sadias
livres do fungo, o isolamento mediante quarentena e a proibi¢ao do transito de plantas, bem
como a inspecao nos viveiros e erradicacdo das mudas com sintomas antes da expedi¢ao no
campo. As medidas de evasdo ou escape sdo ineficientes no controle dessa doenca.

O conhecimento epidemioldgico da doenga ¢ de grande importancia para o
estabelecimento de estratégias de controle mais eficientes (SALES et al., 2017). Entretanto,
também deve ser considerado o fato de pesquisadores terem detectado a presenca de
hiperparasitas e a utilizagdo de dleos essenciais reduzir a germinagao dos esporos nas folhas de
teca.

Sendo assim, deve haver muita cautela antes de iniciar planos de controle com
fungicidas (ARGUEDAS et al., 2013), pois com estudos mais aprofundados pode-se averiguar
outros métodos alternativos de controle, além dos mencionados anteriormente. E necessario
realizar testes de inoculagdo com hiperparasitas nas folhas de teca, um periodo antes da
germinagdo dos esporos de O. tectonae, para verificar a eficacia desse método de controle com
o intuito de que, posteriormente, seja feita sua aplicacdo em viveiros € no campo.

6. CONCLUSOES

Os caracteres morfologicos e moleculares foram eficazes na identificagdo do fungo O.
tectonae em T. grandis para o municipio de Seropédica-RJ.

Os resultados do teste de inoculagdo de possiveis hospedeiros alternativos indicam que
O. tectonae infecta a teca nas condi¢cdes do Estado do Rio de Janeiro, e que as espécies
analisadas nao estdo servindo como fonte de indculo.

A incidéncia da doenga aumentou, significativamente, ao longo do tempo, para os trés
anos avaliados (2018, 2019 e 2020).

A precipitacdo foi maior na area de avaliagdo para os trés anos, nos meses de fevereiro
a abril, o que hipoteticamente, pode ter beneficiado a germinac¢do dos uredinidsporos e ter
iniciado o processo de infec¢do nas folhas de teca.

7. CONSIDERACOES FINAIS

O método molecular de PCR foi agil e satisfatorio para a confirmagdo existente do
patogeno por meio de duas metodologias de pré-extragdes: uso da suspensao de esporos, através
da centrifugag¢do, descarte do sobrenadante e resuspensao do precipitado em d4gua DEPC, adi¢ao
de nitrogénio liquido seguida de maceracdo (Amostra A); e extracao direta de area foliar
contendo elevado numero de esporos, também com adi¢do de nitrogénio liquido, seguida de
maceracao (Amostra D).
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A Velocidade do Vento, supostamente, parece ter influenciado a disseminacdo dos
esporos de O. tectonae, entretanto nao foi encontrado correlagdo significativa.

Diante dos resultados encontrados sobre a incidéncia da doenga, a partir das variaveis
climéticas, pode-se adequar o manejo da cultura a fim de diminuir o indculo e¢/ou conviver com
a doenga de forma estratégica para que o produtor tenha menos prejuizo.
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