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RESUMO

CRUZ, Tatiane Paulino da. Universidade Federal do Espirito Santo, Fevereiro de 2013.
Avaliacdo da atividade biolégica de Oleos essenciais sobre Fusarium solani e
Meloidogyne enterolobii. Orientador: DSc. Fabio Ramos Alves. Co-orientadores: DSc.
Adilson Vidal Costa.

O declinio da goiabeira tem sido responsavel pela erradicacdo de muitos pomares
em ambito nacional, o que resulta em elevada perda econémica aos produtores. Devido a
crescente pressao da sociedade por produtos mais saudaveis, livres de produtos quimicos e
com aumento da importancia dos 6leos essenciais no manejo de doencas de plantas,
objetivou-se com este trabalho determinar a composicdo quimica e avaliar os efeitos
fungitoxicos dos Oleos essenciais de Eucalyptus citriodora (eucalipto), E. grandis
(eucalipto), Cymbopogon citratus (capim-limdo), Cymbopogon winterianus (citronela),
Cinnamomum zeylanicum (Canela), Eucalipto comercial, Rosmarinos officinalis (alecrim),
Ocimum gratissimum (alfavaca-cravo) e Syzygium aromaticum (cravo-da-india) sobre trés
isolados de Fusarium solani e M. enterolobii. O Oleo essencial foi obtido por
hidrodestilacdo, utilizando um aparelho tipo Clevenger, e o seu rendimento foi
determinado em relacdo a massa seca da planta. As analises de cromatografia gasosa e
cromatografia gasosa com detector de massas de 6leos essenciais levaram a identificacdo
dos compostos. Para avaliar o efeito dos Oleos essenciais no crescimento micelial,
esporulacdo e germinacgdo de esporos do fungo, foram utilizadas aliquotas de 5; 10; 15; 20;
25 e 30 pL dos 6leos essenciais que foram distribuidas na superficie do meio de cultura
BDA contido em placas de Petri antes da repicagem do fungo. Para a avaliacdo do efeito
dos 6leos sobre a eclosdo e mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) do nematoide
foram utilizadas suspensbes aquosas contendo 200 ovos ou 200 J2 nas quais foram
adicionadas as mesmas aliquotas dos 6leos essenciais das espécies botanicas mencinadas
anteirormente. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado num esquema
fatorial 9 x 6 + 1, (nove Oleos, seis aliquotas e uma testemunha adicional) com 5
repeticdes. A menor aliquota dos 6leos essenciais de cravo-da-india, canela e alfavaca-
cravo inibiram em mais de 90% a germinacdo de esporos, o crescimento micelial e a
esporulacdo dos isolados do fungo assim como a eclosdo de J2, ja para os Oleos de

eucalipto, capim liméo, citronela a inibigdo foi superior a 90% a partir da aliquota de 15 pl,



0 Oleo de alecrim foi o que apresentou o pior resultado inibindo em 50% o

desenvolvimento dos isolados do fungo.

Palavras-chave: atividade fungicida; biocontrole; nematicida, 6leo volatil.



ABSTRAT

CRUZ, Tatiane Paulino da. Universidade Federal do Espirito Santo, Fevereiro de 2013.
Evaluation of biological activity of essential oils on Fusarium solani and Meloidogyne
enterolobii. Orientador: DSc. Fabio Ramos Alves. Co-orientadores: DSc. Adilson Vidal

Costa.

The decline of guava has been responsible for the eradication of many orchards
nationwide, resulting in high economic loss to producers. Due to increasing pressure from
society for healthier products, free from chemicals and to increase the importance of
essential oils in the management of plant diseases, the aim of this study was to determine
the chemical composition and fungitoxic evaluate the effects of essential oils of Eucalyptus
citriodora (eucalyptus), E. grandis (eucalyptus), Cymbopogon citratus (lemon grass),
Cymbopogon  winterianus  (lemongrass), Cinnamomum zeylanicum (Cinnamon),
Eucalyptus commercial Rosmarinos officinalis (rosemary), Ocimum gratissimum (basil-
clove) and Syzygium aromaticum (clove india ) on three isolates of Fusarium solani and M.
enterolobii. The essential oil was obtained by hydrodistillation using a Clevenger type
apparatus, and its yield was determined relative to the dry weight of the plant. The analysis
by gas chromatography and gas chromatography with mass detector of essential oils led to
the identification of compounds. To evaluate the effect of essential oils on mycelial
growth, sporulation and germination of spores of the fungus were used aliquots of 5, 10,
15, 20, 25 and 30 pl of essential oils that were distributed on the surface of PDA culture
medium contained in Petri dishes before subculturing the fungus. To evaluate the effect of
oil on hatching and mortality of second stage juveniles (J2) of the nematode were used
aqueous suspensions containing 200 eggs or 200 J2 which were added in the same rates of
essential oils from botanicals mencinadas the previously. The experimental design was
completely randomized with a 9 x 6 + 1, (nine oils, six aliquots and an additional control)
with 5 repetitions. The lowest rate of essential oils of clove, cinnamon and clove basil-
inhibited by more than 90% spore germination, mycelial growth and sporulation of the
fungus isolates as well as the emergence of J2, as for oils eucalyptus, lemongrass,
citronella inhibition was greater than 90% from the rate of 15 pl, rosemary oil showed the
worst result in 50% inhibiting the development of the fungus isolates.

Keywords: fungicidal activity; biocontrol; nematicide, volatile oil.
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1. INTRODUCAO

A goiabeira (Psidium guajava L.) pertence a classe Dicotyledoneae, ordem
Myrtiflorae, subordem Myrtineae, familia Myrtaceae e género Psidium, e é originaria da
América tropical, mais precisamente na regido entre o México e o Peru (ROZANE et al.,
2009). No Brasil, o cultivo dessa espécie ocupa uma extensdo geografica de
aproximadamente 15.012 ha, com producdo média de 328.255 toneladas, concentrada
principalmente nas regides sudeste e nordeste do pais (IBRAF, 2012).

A expansdo das areas de producdo da goiabicultura no Brasil trouxe alguns
problemas fitossanitarios, os quais se agravaram mais nas grandes areas onde hd o
predominio da monocultura (GOMES, 2007; PEREIRA et al. 2009). Atualmente, uma das
principais causas de reducdo da producdo de goiabas € o declinio da goiabeira, doenca
complexa causada pelo parasitismo de Meloidogyne enterolobii Yang e Eisenback, 1983,
que predispde a planta a podridao radicular causada pelo fungo Fusarium solani (Mart.)
Sacc. (GOMES et al 2011). Essa doenca ja foi responsavel pela erradicacdo de
aproximadamente 5.000 ha de pomares de goiaba em ambito nacional, o que resultou em
perdas aos produtores de aproximadamente US$ 70 milhdes de dolares (PEREIRA et al.
2009; GOMES, 2012).

O M. enterolobii infecta as raizes da goiabeira causando hipertrofismo das mesmas,
induzindo a formacdo de galhas radiculares; como conseqliéncia ocorre redugdo na
absorcdo de agua e nutriente, o que culmina com alteracdes na parte aérea que podem ser
confundidos com sintomas de deficiéncia nutricional; Outros sintomas comuns s&o:
bronzeamento dos bordos das folhas e amarelecimento, queda das folhas e morte da planta
(SOUZA et al., 2006; GOMES, 2007).

O fungo F. solani é causador de podriddo de raizes e murcha em plantas e ataca
algumas culturas como Capsicum annum L. (Pimentdo), Coffea arabica L. (Cafeeiro),
Cucumis nilo L. (Melao), Glicyne max Mirr. (Soja), Gosypium hiscutum L. (Algodao),
lycopersicum) Mill. (Tomateiro), Phaseolus vulgaris L. (Feijao), (Solanum tuberosum L.
(Batata) e Zea mays L. (Milho) (CAMARGO et al., 1995).

No territério brasileiro existe uma consideravel variedade na flora e, por esse
motivo, 0s recursos naturais estdo sendo pesquisados como potencial para o tratamento de
doencas humanas, de animais e de vegetais. Essa busca por produtos naturais tem se

intensificado mais devido a crescente pressdo da sociedade por alimentos mais saudaveis e
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pela preservagdo do meio ambiente, o que tem incentivado as pesquisas que visam o uso de
métodos alternativos no controle fitossanitario. Neste sentido, a utilizacdo de extratos
vegetais e 0Oleos essenciais para 0 manejo de fitopatdgenos tem se tornado maior nos
ultimos anos (ZACARONI et al, 2009; SOYLU et al., 2010; FREIRE et al., 2011; LIMA et
al. 2012).

O manejo de patogenos de solo nédo é tarefa facil; o emprego de produtos quimicos,
por exemplo, como os nematicidas e fungicidas sintéticos tem se mostrado cada vez mais
desaconselhavel, pois sdo produtos caros, muito toxicos, e que podem contaminar solo e
aguas subterraneas (KIMATI et al., 2005).

A rotacdo de culturas é uma das principais taticas de manejo de patégenos de solo,
porém, na maioria das vezes, é rejeitada pelos produtores devido a necessidade de se obter
lucros e, nem sempre, as plantas indicadas para rotacdo tém valor comercial. Vale ressaltar
que, o emprego de variedades resistentes pode se tornar um problema se esse uso for
continuo, pois podem surgir populacGes do patdogeno capazes de parasitar essas plantas.
Além disso, ndo ha variedades comerciais resistentes a todas as espécies de nematoides e
fungos, como Fusarium spp. (CAMARGO e BERGAMIM FILHO, 1995).

Outras taticas de manejo, como controle biolégico, vem sendo bastante estudadas,
mas nem sempre trazem resultados positivos em todas as areas de cultivo (FERRAZ e
VALLE, 1997, ALMEIDA et al., 2011)

Devido a essas dificuldades relacionadas ao manejo de fitonematdides e fungos de
solo, a busca por métodos alternativos de controle, como aplicacdes de Oleos essenciais de
plantas e produtos naturais, vem se tornando cada vez mais constante (FERRAZ e VALLE,
1997).

O uso de Gleos vegetais € muito vantajoso, pois esses produtos naturais podem
conter compostos gue 0s nematoides e fungos ndo conseguem inativar; sdo pouco ou hada
toxicos; sofrem rapida biodegradacdo e possuem multiplos modos de acdo, o que amplia
seu espectro de acdo a0 mesmo tempo em que agem de maneira seletiva (FERRAZ e
FREITAS, 2000).

Objetivou-se nesse trabalho avaliar o efeito dos Oleos essenciais de eucalipto
comercial (Eucalyptus sp.), eucalipto (Eucalyptos grandis Hill e E. citriodora Hook),
citronela (Cymbopogon winterianus Jowit), capim limdo (Cymbopogon citratus D. C.),

canela (Cinnamomum zeylanicum Blume), Alfavaca cravo (Ocimum gratissimum L.);
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cravo-da-india (Szygium aromaticum L.) e Alecrim (Rosmarinos officinalis L.) no controle

‘in vitro’ de F. solani e M enterolobii.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura da goiabeira

A goiabeira é considerada uma planta rustica e pouco exigente quando comparada a
outras frutiferas (MANICA et al., 2000). As condi¢des edafoclimaticas do pais favorecem
a producdo comercial de goiabas em todo o territrio nacional, o que torna o Brasil o
terceiro maior produtor no ranking mundial de produtividade perdendo apenas para india e
Paquistdao (FAO-CCP, 2010).

Segundo dados do IBRAF (2012), a area de producao de goiaba no Brasil em 2009
foi de aproximadamente 15.000 ha, com producéo anual de 316.363 toneladas de frutas. O
setor de exportacdo de frutas frescas neste mesmo ano movimentou US$ 724 milhdes
(CAVARARO et al., 2010; FRANCISCO, 2010).

As regides de destaque na producdo comercial de goiaba sdo os Estados de Sao
Paulo, Bahia, Minas Gerai, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Parana
(IBGE, 2010).

A producdo de goiaba no Brasil é realizada em grande parte em pequenas
propriedades com dimensao de 3 a 5 ha e, na maioria das vezes, sao utilizadas mao-de-obra
familiar. Desta forma, a cultura da goiabeira é considerada uma 6tima alternativa de fonte

de renda para os produtores familiares (GOMES, 2007).

2.2 Fusarium solani

O fungo F. solani na sua fase anamdrfica pertence ao Reino Fungi, classe-forma
dos fungos Mitosporicos, ordem-forma Tuberculariales, género Fusarium, espécie F.
solani e, na sua forma teleomdrfica, pertence ao Reino Fungi, filo Ascomycota, ordem
Hypocreales, familia Nectriaceae, género Haematonectria, espécie H. haematococca, com
formacdo de micélio abundante e uniforme em meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA).
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Inicialmente, o crescimento micelial é de cor branca a salmdo, tornando-se bege
com o passar do tempo. S8o produzidos macroconidios com 3 a 7 septos ligeiramente
curvados e com as pontas arredondadas ou ligeiramente afiladas. Os microconidios séo
ovais e dificeis de serem observados (LESLIE e SUMMERELL, 2006; AMORIM et al.,
2011).

Em condicOes desfavoraveis ao seu desenvolvimento sdo produzidas estruturas de
resisténcia chamadas clamidosporos que sdo constituidos por uma Unica célula cujo
citoplasma encontra-se condensado, decorrente do acumulo de reservas nutritivas, e
formados nas hifas de maneira intercalar ou terminal (MICHEREFF, et al., 2005).

O fungo F. Solani tem ampla distribuicdo geogréafica e gama de hospedeiros,
algumas das quais s&o: Abelmoschus esculentus L. (quiabo), Allium cepa L. (cebola), A.
sativum L. (alho), Anacardium occidentale L. (caju), Arachis hypogaea L. (amendoim),
Asparagus officinalis L. (aspargo), Beta vulgaris L. (beterraba), Capsicum annuum L.
(pimenta), Coffea arabica L. (café), Colocasia esculenta L. (inhame), Cucumis sativus L.
(pepino), Daucus carota L. (cenoura), Glycine max L. (soja), Gossypium hirsutum L.
(algoddo), Hevea sp. (seringueira), Hibiscus sabdariffa L. (vinagreira), Hibiscus sp.
(hibisco), Solanum lycopersicon L. (tomate), Manihot esculenta L. (mandioca), Musa
paradisiaca L. (banana), Oryza sativa L. (arroz), Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.
(maracujd), Phaseolus vulgaris L. (feijao comum), P. lunatus L. (feijdo de corda), Piper
nigrum L. (pimenta-do-reino), Pisum sativum L. (ervilha), Riccinus communis L.
(mamona), Solanum tuberosum (batata), Sorghum bicolor (sorgo), Triticum aestivum L.
(trigo), Urena lobata L. (malva-roxa), Vigna sinensis L. (feijdo), Vitis vinifera L. (uva),
Zea mays L. (milho) e Psidium guajava L. (goiaba) (MENDES et al.,1998;
RICHARDSON, 1999; ARRUDA et al., 2005; GUPTA et al., 2010).

Os sintomas tipicos causados pela fusariose nas plantas podem inicialmente ser o
amarelecimento e enrolamento de folhas e ramos mais novos, seguidos de avermelhamento
e queda das folhas. Os frutos produzidos nos ramos atacados tem seu desenvolvimento
paralisado, sendo 0s sintomas mais avancados caracterizados pela murcha e desfolhamento
da planta (GUPTA et al., 2010).
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2.3 Meloidogyne enterolobii

Esse nematoide pertence ao Filo — Nematoda (DIESING, 1861), Classe — Sercenentea
(VON LINSTOW, 1905), familia Heterodeidae (Filipjev e Scgurnmans Stekhoven, 1941) e
género Meloidogyne (Goeldi, 1892) (MOURA, 1989).

O M. enterolobii ¢ uma espécie tropical ou subtropical, cuja ocorréncia ja foi
relatada no Brasil, Cuba, Porto Rico, Senegal, Africa do Sul, Cuba, Malésia, Martinica,
Porto Rico, Senegal, Trinidad Tobago, Venezuela e Africa ocidental (CAB International,
2001).

No Brasil, M. enterolobii foi relatado pela primeira vez nos municipios de Petrolina
(PE), Curagd e Manicoba (BA) causando danos severos em plantios comerciais de
goiabeira (CARNEIRO et al., 2001). Posteriormente, a presenca do nematodide foi relatada
nos estados de Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro, Piaui, Rio Grande do Norte, Espirito
Santo, Mato Grosso do Sul, Parana, Ceara, Maranhdo e S&o Paulo (TORRES et al., 2005;
SILVA et al., 2006; LIMA et al., 2008; SILVA et al., 2008).

O M. enterolobii constitui um dos fatores limitante para o cultivo da goiabeira,
devido ao elevado numero de ovos produzidos por fémea (500 ovos), ampla distribuicao
geografica e gama de hospedeiro (GUIMARAES et al., 2003).

Vérias espécies botanicas, tanto de plantas cultivadas comercialmente como de
invasoras, ja foram relatadas como hospedeiras do nematoide; sdo elas: caruru
(Amaranthus retroflexus L.), picdo preto (Bidens pilosa L.), maria-pretinha (Solanum
americanum Mill.), falsa-serralha (Emilia sonchifolia), cafée (Coffea arabica L.), pimenta
(Capsicum annuum), pimentdo (Capsicum cordiformei L.), algoddo (Gossypium spp. L.),
beterraba (Beta vulgaris L.), salsinha (Petroselinum crispum Mill.), fumo (Nicotiana tabacum
L.), feijdo (Phaseolus vulgaris L.), meldo (Cucumis melon L.), tomate (Solanum
lycopersicum L.), berinjela (Solanum melongena L.), soja (Glycine max L.), melacia
(Citrullus lanatus L.), quiabo (Abelmoschus esculentus L.) (CARNEIRO et al., 2001;
CARNEIRO et al., 2006; GUIMARAES et al., 2003; TORRES et al., 2007; BRITO et al.,
2008).

O sintoma tipico causado M. enterolobii é a deformacdo das raizes devido ao
desenvolvimento de galhas que se distribuem por todo o sistema radicular e que,
consequentemente, acarretam diminuicdo das raizes responsaveis pela absorcdo de agua e

nutrientes; essa formacdo de galhas é atribuida aos processos de hiperplasia e hipertrofia de
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celulas e tecidos, como resultado da acdo de substancias secretadas pelas glandulas
esofageanas dos nematoides (CARNEIRO et al., 2001).

O M. enterolobii pode ser disseminado através de movimentacao ativa e passiva. A
primeira € um processo lento e pouco significativo; por outro lado, a movimentacao
passiva € muito importante, sendo o0 homem o principal veiculo de disseminacéo devido a
circulacdo constante de maquinario, mao-de-obra e transporte de mudas contaminadas.
Outras formas de movimentagédo passiva que merecem destaque s&o as enxurradas e ventos
(TORRES et al., 2005).

2.4 O declinio da goiabeira

As alteragdes provocadas nos agroecossistemas pela expansdo de areas cultivadas
com goiabeira acabaram propiciando condi¢des favoraveis ao surgimento de alguns
problemas fitossanitarios, como o ataque de pragas e doencas (BARBOSA, 2001).

Atualmente, uma das principais causas de reducdo das areas cultivadas com cultura
da goiaba é o declinio da goiabeira, doenca complexa causada pela associacdo de M.
enterolobii e F. solani (GOMES et al 2011). Essa doenca, até o momento, ja foi
responsavel pela erradicacdo de aproximadamente 5.000 ha de pomares de goiabeira em
ambito nacional, o que resulta em perda econdmica aos produtores em torno de US$ 70
milhdes de dolares (PEREIRA et al. 2009, GOMES et al., 2012).

Em estudo realizado por Gomes (2012) ficou comprovado que o declinio da
goiabeira ndo é causado apenas por M. enterolobii, sendo F. solani, o agente que realmente
define a extensdo dos danos causados a planta.

Os sintomas observados sdo forte bronzeamento das folhas, seguido do
amarelecimento total da parte aérea, culminando assim com desfolhamento generalizado e
morte da planta, os frutos atingemsua maturidade fisiologica prematuramente, provocando
reducdo no de tamanho, ficando abaixo do padrdo de comercializacdo (MOREIRA e
HENRIQUE NETO, 2001; GOMES, 2007).

Outras interacBes singeristicas entre fungos e nematoides também ja foram
relatadas na literatura, a exemplo de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Aik) Snyder
e Hansen e Meloidogyne spp., constituindo fator limitante a produtividade do quiabeiro
(SILVA e PEREIRA, 2008). Segundo os autores, danos mais expressivos a cultura

ocorreram quando os dois patdgenos estavam simultaneamente presentes na area.
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Moura et al. (2001), observaram aumento da severidade da murcha em tomate
quando Fusarium sp. encontrava-se na presenca de M. incognita. Em outro estudo,
Palmateer et al., (2004) constataram que a necrose do hipocotilo de algoddo causada pelos
fungos Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, F. solani, R. solani e T. basicola (Berk. e
Broome) foi mais severa na presenca de Rotylenchulus reniformis Linford e Oliveira
(1940).

Apds a penetracdo de M. enterolobii, comegam a ocorrer modificagdes bioquimicas
e fisiologicas no sistema radicular e, a partir de entdo, provavelmente comegam a ser
produzidas substancias benéficas para a penetracdo e o desenvolvimento de F. solani
(KHAN et al., 1989; GOMES, 2012). Posteriormente, os sintomas do declinio da goiabeira
comegam a surgir, séo eles: clorose, necrose das bordas foliares, murcha e queda de folhas;
deficiéncia nutricional, presenca de galhas radiculares, apodrecimento da raiz e, alguns
meses ap0s a manifestacdo dos primeiros sintomas, a morte da planta (GOMES, 2007,
GOMES et al. 2008).

Areas infestadas com o M. enterolobii e F. solani sdo consideradas um dos
principais problemas fitossanitarios devido a reducdo da produtividade, além de
proporcionar a erradicacdo de pomares inteiros. De acordo com Pereira et al.(2009), a
estimativa de area infestada com M. enterolobii € de aproximadamente 5000 ha, o que ja
provocou o desemprego de cerca de 3.703 trabalhadores rurais; aléem disso o prejuizo
econémico € de aproximadamente 112,7 milhdes de reais e, caso ndo seja encontradas
alternativas para o controle, a goiabicultura continuara a sofrer fortes redugfes nas areas
cultivadas.

Varias tentativas de manejo do declinio da goiabeira tém sido pesquisadas, porém
sem resultados satisfatérios como, por exemplo, a utilizacdo de nematicidas, plantas
resistentes, fungos nemato6fagos, entre outros (Carneiro et al., 2011; Burla et al., 2007).
Almeida et al. (2011), testou isolados de rizobacterias para 0 manejo do declinio e
observou que eles ndo foram capazes de reduzir a densidade de J2 de M. enterolobii no
solo.

Carneiro et al. (2011), avaliaram a adicdo dos fungos Paecilomyces lilacinus (Thom
Samson) o e Pochonia chlamydosporia (Zare e Gams) por um periodo de seis meses e
relataram que, embora o niUmero de ovos de M. enterolobii tenha reduzido os sintomas nas
plantas ndo foi atenuado. Em outro estudo, Carneiro et al. (2004) ndo observaram a adesao

de enddsporos de trés isolados de Pasteuria penetrans Metchnikoff, 1888 a cuticula dos J2
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de M. enterolobii, o que impossibilitou a tentativa de uso dessa bactéria para o biocontrole
do nematdide.

Trabalhos com o intuito de encontrar fontes de resisténcia a M. enterolboii também
tém sido desenvolvidos. Burla et al. (2007), por exemplo, avaliaram a reacdo a M.
enterolobii de vinte e seis acessos de goiabeira e um de araca e encontraram que todos 0s

materiais eram suscetiveis.

2.5 UtilizacBes de 6leos essenciais no manejo de fitonematoides e fungos

O manejo de fitonematdides ndo étarefa facil. O uso de produtos sintéticos,
amplamente difundido em &reas agricolas em todo o mundo, tem se mostrado cada vez
mais desaconselh&vel por serem caros e altamente toxicos (STOLF, 2006).

A rotacgdo de culturas é uma das principais taticas de manejo de patdégenos de solo,
porém nem sempre é exequivel em todas as areas agricolas (DUTRA et al., 2003). O
emprego de variedades resistentes, caso seu uso seja continuo, pode se tornar um
problema, pois podem surgir novas populacdes de organismos capazes de parasitar essas
plantas. Alem disso, ndo hd variedades comerciais resistentes a todas as espécies de
nematoides e fungos (CAMARGO e BERGAMIM FILHO, 1995).

Muitas plantas medicinais produzem compostos secundarios que protegem outras
espécies botanicas contra o ataque de pragas e doencas tornando-se, desta forma, uma nova
alternativa para 0 manejo de fitonematoides devido, principalmente, a sua baixa toxicidade
(BASTOS e ALBURQUERQUE, 2004; LORENZETTI, 2009).

A pressdo da sociedade por sustentabilidade ambiental tem estimulando a busca por
novos compostos bioativos para 0 manejo integrado de pragas e doencas (PIRES, 2008).
As plantas medicinais e aromaticas, devido aos seus principios ativos antimicrobianos, tém
propiciado o manejo de doencas com a mesma eficiéncia que produtos sintéticos, porém
com a vantagem de ndo ser prejudicial ao meio ambiente e a0 homem (COUTINHO et al.,
1999).

A atividade biologica dos 6leos essenciais extraidos de varias plantas tais como,
pimenta, capim-limdo, citronela, alfavaca, eucalipto, cravo e canela tem sido relatada no
manejo de diversas espécies fungicas. Zacaroni et al. (2009), por exemplo, avaliaram o
efeito fungitoxico do dleo essencial de Piper hispidinervum L. sobre os fitopatdgenos F.

oxysporum cubensis, Colletotrichum gloeosporioides e Bipolaris sorokiniana (Sacc. in

22



262
263
264
265
266
267
268

269

Sorok.) e constataram que a concentragdo de 1.000 pg/mL inibiu totalmente o crescimento

micelial de F. oxysporum (Schl.) e C. gloeosporioides (Penz.).

Algumas das mais importantes plantas com atividade antimicrobiana estéo listadas

na tabela 1.

Tabela 1. Plantas cujos Oleos essenciais apresentam atividade biolégica contra

microrganismos patogénicos.

Planta Constituintes isolados  Patogenos sensivel Referéncia

Mentha sp. Canfora Colletotrichum Souza et al., 2012
gloeosporioides

Tagetes patula Piperitona Botrytis cinera, Romagnoli et al.,
Penicillim digitatum 2005

Plectranthus Timol Fusarium solani Cruzetal., 2012

amboinicus

Aloysia triphylla  Geranial Salmonella Sartoratto et al., 2004
choleraesuis

Ocimum Eugenol Candida albicans Sartoratto et al., 2004

basilicum

Origanum 4-terpineol Aspergillus Freire et al., 2011

majorana parasiticus

Cinnamomum Z-cinamaldeido Fusarium oxysporum Lee et al., 2005

osmophloeum
Syzygium
aromaticum
Szygium
aromaticum
Origanum

vulgare

Foeniculum

vulgare

Canfora

Eugenol

Eugenol

Carvacrol

Timol

Citral

Rhizoctonia solani
Macrophomina
phaseolina
Staphylococcus
aureus
Corynespora
cassiicola e C.
gloeosporioides

M. incognita raca 1

Costaet al., 2011

Scherer et al., 2009

Romero et al., 2012

Echeverrigaray et al.,
2010
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Os 6leos essenciais sdo constituidos de compostos organicos originados, na maioria
das vezes, da producdo de metabolitos secundérios de plantas, possuindo misturas
complexas de substancias volateis geralmente odoriferas e liquidas com cheiro intenso
(SARTORATTO et al., 2004, e OLIVEIRA et al., 2011). Os principios ativos de plantas
medicinais sdo substancias produzidas pelas plantas para sua protecdo e sobrevivéncia
devido as modificacbes do meio ou ao ataque de microrganismos (WHITTAKER e
FEENY, 1971).

Os Oleos essenciais possuem varios compostos, porém alguns constituintes
apresentam maior concentragdo em relagdo a outros e sdo chamados de componentes
majoritarios; por outro lado, 0s outros que apresentam baixissima concentracdo sdo
chamados de componentes traco (DORAN, 1991).

Para avaliar as propriedades biologicas dos 0leos essenciais, deve-se considerar que
esses sdo misturas complexas de varias moléculas, assim, as atividades bioldgicas podem
ser atribuidas ao sinergismo entre todas as moléculas ou apenas um dos componentes
majoritarios presentes no Oleo. Geralmente, 0s principais componentes parecem ser
responsaveis pelas caracteristicas biofisicas e bioldgicas dos dleos essenciais dos quais
foram isoladas (IPKE et al., 2005).

Compostos biologicamente ativos sdo aqueles que exercem acdo sobre um
determinado ser vivo e 0s 6leos essenciais sdo comercialmente explorados por produzir
terpendides (que tém aplicacdes industriais como na fabricacdode produtos para higiene
bucal), flavorizantes e aromatizantes utilizados em alimentos e bebidas, perfumaria,
confeitarias e produtos farmacéuticos (MAFFEI e MUCCIARELLI, 2003). Além desses
beneficios, os dleos ndo sdo toxicos a humanos e apresenta propriedades antiflngica,
antiviral, antibacteriana, nematicida, larvicida e repelente de mosquitos (PATTNAIK et al.,
1996; PANDEY et al.,, 2000; DORNER e COLE, 2002; KRITZINGER et al., 2002;
SCHUHMACHER et al., 2003; DOMIJAN et al., 2005).

A extracdo dos Oleos essenciais pode ser realizada com diferentes técnicas, e
depende da parte da planta a ser utilizada, quantidade e caracteristicas desejadas para o
produto final. As técnicas mais usuais sao: prensagem, hidrodestilacdo por arraste de vapor
d’agua e extracdo com solventes volateis (SEMEN e HIZIROGLU, 2005).

Vérios 6leos essenciais de plantas ja foram testados quanto a sua atividade
biolégica contra fungos fitopatogénicos e fitonematoides. Benini et al. (2010), por

exemplo, avaliou o efeito de 6leo essencial de O. gratissimum nas aliquotas de 20, 40 e 60

24



303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334

pl e observam que todas as aliquotas promoveram inibicdo completa do desenvolvimento
de Ralstonia solanacearum Smith, S. rolfsii Sacc, Phytophora sp. e A. alternata (Fr.:Fr.).

Santos et al. (2011), ao avaliar o efeito fungitoxico do 6leo essencial de folhas de
Piper marginatum (Jacq.) sobre o crescimento ‘in vitro’ de F. oxysporum verificaram
efeito inibitério no crescimento micelial. Pereira et al. (2006), utilizando 6leo essencial de
horteld pimenta, observaram inibi¢cdo do desenvolvimento micelial de Aspergillus niger e
A. flavus nas concentragdes 1.500 e 2.000 mg/ml, respectivamente. Em Fusarium sp., 0
desenvolvimento micelial foi afetado nas concentragdes de 500 e 1.000 mg/ml.

Pandey et al. (2000), avaliaram a atividade de dleos essenciais de Eucaliptus
citriodora e Ocimum basilicum sobre M. incognita (Kofoid e White, 1919) e constataram
100% de mortalidade de J2 na aliquota de 250 ul, enquanto que para o 6leo de
Cymbopogon martinii (Rox.) foi necessaria uma aliquota de 1.000 pl para promover a
mesma taxa de mortalidade.

Em trabalho utilizando os 6leos de alecrim pimenta (Lippia sidoides Cham),
alfavaca (Ocimum gratissimum), capim citronela (Cymbopogon winterianus), capim santo
(Cymbopogon citratus), cidreira (Lippia alba Mill) e eucalipto (Eucalyptus terenticornis
Sm.), Moreira et al. (2009), observaram que a inibicdo da eclosdo de J2 de M. incognita
raca 2 foi de 100% quando os ovos foram expostos ao Oleo de C. winterianus na
concentracdo de 0,3125 ml/L, j& para os Oleos de C.citratus e O. gratissimum foram
necessarias 2,5 e 10 ml/L para produzir o mesmo efeito. Em relacdo a mortalidade de J2
todos os 0leos testados foram eficientes, o que levou os autores a sugerir que nestes 0leos
essenciais existe presenca de compostos bioativos com efeito nematicida.

Os oOleos essenciais podem interferir na atividade metabolica dos nematoides,
promovendo desorganizacdo ou inibicdo das fungdes vitais desde inicio do
desenvolvimento embrionario até sua movimentacdo, o0 que pode ocorrer devido a
alteracdes da permeabilidade da membrana celular e desestruturacdo do sistema nervoso
(OKA et al., 2000 e SALGADO et al., 2003).

Garcia et al. (2011) obtiveram 100% de inibicdo do crescimento micelial do fungo
Pyricularia grisea (Cav.) causador da brusone do arroz, com a utilizacdo de 30 pL do 6leo
essencial de horteld pimenta Em outro trabalho, Gongalves et al. (2011) também avaliaram
a atividade bioldgica de 6leo essencial de horteld pimenta e notaram que na aliquota de 30

uL houve inibicdo de 100% do desenvolvimento de Sclerotium rolfsii (Sacc.) “in vitro’.
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Guimardes et al. (2011), avaliaram a atividade antioxidante e os efeitos
fungitoxicos do 6leo essencial de capim-limdo e do seu constituinte majoritério, o citral,
sobre o crescimento micelial de F. oxysporum cubense (Foc), C. gloeosporioides, Bipolaris
sp. e Alternaria alternata. Segundo os autores, todos 0s microrganismos tiveram o
crescimento micelial inibido pelo éleo essencial de capim-lim&o e pelo citral. Os menores
valores de CLs foram encontrados para o citral, na faixa de 2,9 a 70,9 ug/mL, para o 6leo
essencial de C.citratus a faixa observada de ICs, foi de 75,8 a 162,1 ug/mL.

Objetivou-se, com o presente trabalho, determinar a composi¢cdo quimica e avaliar 0s
efeitos toxicos dos 6leos essenciais de trés espécies de eucalipto, canela, cravo-da-india,
alfavaca cravo, citronela, capim limdo e alecrim sobre trés isolados de F. solani e M.

enterolobii.

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia do Ndcleo de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico em Manejo Fitossanitario (NUDEMAFI) do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA/UFES),
Alegre, ES.

Na tabela 2, estdo relacionadas as plantas das quais foram extraidos os 6leos
essenciais a fim de averiguar seus efeitos sobre M. enterolobii e Fusarium solani. Essas
plantas foram cultivadas na area experimental do CCA-UFES e identificadas pela Prof®.

Tatiana Tavares Carrijo do departamento de Biologia do CCA-UFES.
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Tabela 2 - Relagcdo das espécies vegetais com suas denominacfes vulgar e cientifica e

parte da planta utilizada para extragdo dos 6leos essenciais. Alegre, ES, 2012.

Nome Vulgar Nome Cientifico Parte da Planta
Alfavaca-Cravo Ocimum gratissimum Folha, inflorescéncia
Alecrim Rosmarinos officinalis Folha

Eucalipto comercial Eucalyptus sp. Folha

Eucalipto Eucalyptus citriodora Folha

Eucalipto Eucalyptus grandis Folha
Cravo-da-india Syzygium aromaticum Folha

Canela Cinnamomum zeylanicum Folha

Capim-liméo Cymbopogon citratus Folha

Citronela Cymbopogon winterianus Folha

3.1. Obtencao dos 0leos essenciais

Os Oleos foram obtidos por hidrodestilagdo no laboratério de fitoquimicos do
NUDEMAFI de acordo com a metodologia de Castro et al. (2004).

Uma amostra de material vegetal fresco (100 g) foi transferida para baldo de
destilagdo contendo agua destilada (2 L). O baldo foi acoplado ao aparelho do tipo
Clevenger e este ao condensador (Figura 1). A hidrodestilacdo foi mantida, por 3 horas,
apos o inicio da ebulicdo da agua. A fase organica foi recolhida por extracdo liquido-
liquido do hidrolato (500 mL) com pentano (5x30 mL). Nesta, foi vertida uma quantidade
em excesso de sulfato de sodio anidro para retirada de dgua da amostra, procedendo a sua
filtracdo. O filtrado foi levado ao aparelho rota evaporador para obtencdo do Oleo

essencial.

Figura 1- Aparelho Clevenger aclopado ao condensador para extracdo de 6leos essenciais.
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3.2. Caracterizacdo quimica

As analises qualitativas e quantitativas dos 0leos essenciais foram realizadas no
Departamento de Quimica e Fisica da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES)
Alegre-ES.

A identificacdo dos componentes volateis foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massas (CG-EM) em equipamento com detector seletivo de
massa, modelo QP-PLUS-2010 (SHIMADZzU) (Figura 2). A coluna cromatografica
utilizada foi do tipo capilar de silica fundida com fase estacionaria Rtx-5MS, de 30 m de
comprimento e 0,25 mm de didmetro interno, utilizando hélio como gas de arraste. As
temperaturas foram de 220°C no injetor e 300°C no detector. A temperatura inicial da
coluna foi de 60°C, sendo programada para ter acrescimos de 3°C a cada minuto, até atingir
a temperatura maxima de 240°C (CASTRO et al., 2004). A identificacdo dos compostos foi
obtida por comparacGes dos espectros de massas com o0s existentes na biblioteca NIST,
com a literatura e pelo indice de Kovat’s (Adams, 1995).

A quantificacdo dos constituintes quimicos do Oleo essencial foi realizada por
cromatografia em fase gasosa em equipamento SHIMADZU GC-2010 Plus, equipado com
detector de ionizacdo de chama (CG-DIC). O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio e
coluna capilar Rtx-5MS, 30 m de comprimento e 0,25 mm de diametro interno. As
temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 240 e 250°C, respectivamente. A
programacdo de temperatura no forno foi a mesma utilizada nas analises por CG-EM. Uma
quantidade de 10 mg da amostra foi diluida em diclorometano (1 mL), sendo injetado 1 puL
da mistura Castro et al. (2004).

Figura 2 — Cromatografo gasoso acoplado ao espectrdmetro de massas para identificacdo

doséleos essenciais.
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3.3. Obtencéo dos isolados de Fusarium solani

Os trés isolados de F. solani foram obtidos de raizes de goiabeira com sintomas de
declinio e doados pelo Prof. Dr. Ricardo Moreira de Souza da Universidade Estadual Norte
Fluminense (UENF).

3.4. Obtencao dos juvenis de segundo estadio (J2) de M. enterolobii

Para a obtencdo dos J2, os ovos de uma populacdo pura de M. enterolobii
multiplicada e mantida em raizes de goiabeira cv. Paluma, cultivada na area experimental
do Instuto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER),
Pacotuba, ES, foram mantidos em camara de ecloséo a 26°C por 24 horas. Decorrido esse
periodo, a suspensdo aquosa contendo os J2 foi vertida em peneira de 0,025 mm de malha
(500 mesh) e transferida para uma proveta graduada com auxilio de piseta contendo agua
de torneira (CHEN, 1988).

3.5. Bioatividade dos 6leos essenciais na inativacdo ou morte de J2 de M. enterolobii

Em tubos tipo eppendof de 2 mL de capacidade (Figura 3) foram adicionados
aliquotas de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 ul de 6leo de cada uma das espécies botanicas + 2mL de
suspensdo aquosa contendo 200 J2.

Os tubos foram incubados a 26°C e as avaliagdes feitas 24 horas ap6s a montagem
do experimento, vertendo-se cuidadosamente o conteldo de cada tubo sobre uma peneira
de 0,025 mm de malha. Os J2 recolhidos nessa peneira foram lavados com agua corrente.

Posteriormente, os J2 foram novamente transferidos para os tubos contendo agua de
torneira e deixados em repouso por mais 24 horas. Determinou-se entdo a porcentagem de
J2 mdbveis (vivos) e imodveis (inativos). Essa avaliacdo foi feita visualmente sob

microscopio estereoscopio, observando a movimentacao dos J2 por 10 minutos.
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Figura 3- Tubos tipo eppendorf contendo 6leos essenciais e juvenis de segundo estadio
(J2) de M. enterolobii.

3.6. Inibicdo da germinacao de conidios de F. solani

Em tubos tipo eppendof de 2 mL de capacidade foram adicionados as aliquotas de
5, 10, 15, 20 25 e 30ul de 6leo de cada uma das espécies botanicas + 2mL de suspensao
aquosa contendo 2 x 10* conidios/mL do fungo obtidos a partir de col6nias em crescimento
com esporulacdo em meio BDA, ap6s 10 dias de incubacdo em estufa tipo BOD regulada a
temperatura de 25 + 2°C.

Como controle foi utilizada uma suspenséo de conidios (2 x 10* conidios/mL) em
agua destilada esterilizada. Apés 12 h de incubacdo, foi quantificada a germinacdo dos
conidios. Foram considerados como germinados, 0s conidios com tubos germinativos com
comprimento igual ou superior a maior dimensdo do esporo. O ensaio foi realizado com

cinco repeticdes por tratamento.

3.7. Bioatividade dos 6leos essenciais no crescimento micelial de F. solani

Para verificar o efeito dos dleos essenciais sobre o crescimento micelial, aliquotas
de 5; 10; 15; 20; 25 e 30 pl dos o6leos essenciais foram colocadas no centro de placas de
Petri (9 cm de diametro) contendo o meio BDA e distribuidas sobre a superficie do meio
de cultura com auxilio de al¢a de Drigalsky.

Em seguida, um disco de 1 cm de didametro do meio de cultura contendo micélio de
F. solani com 10 dias de incubagéo foi transferido para o centro das placas contendo uma
das aliquotas mencionadas anteriormente dos diferentes 0leos essenciais. As placas foram

seladas com papel aderente, identificadas e incubadas em estufa tipo BOD sob fotoperiodo
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de 12h & temperatura de 25 °C (Salgado et al., 2003). A avaliacdo do experimento teve
inicio 24h apos sua instalacédo, realizando-se medicGes ortogonais do didmetro das col6nias
diariamente, sendo que cada medicdo correspondeu a média de duas medidas
diametralmente opostas da coldnia fangica, tendo como referéncia as placas testemunhas
(BALBI-PENA et al., 2006). O crescimento foi avaliado até que a testemunha completasse
todo o didmetro da placa.

Para o célculo da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC),
(BASTQOS, 1997), aplicou-sea formula:

P1C= Cresc. testemunha — Cresc. tratamento x 100

Cresc. testemunha
Em que: Cresc. Testemunha significa o crescimento micelial de F. solani em placas
sem adicéo de dleos, e Cresc. tratamento o crescimento do micélio fungico em placas nas

quais foram adicionados os tratamenos (0leos).

3.8. Bioatividade dos 6leos essenciais na esporulacédo de F. solani

Apos a avaliacdo do crescimento micelial de F. solani, realizou-se a contagem de
esporos. Para isso, foi preparada uma suspensdo de esporos, para cada tratamento, através
da adicdo de 10 mL de agua destilada as placas de Petri.

Com o auxilio de uma alca de Drigalsky, realizou-se uma leve friccdo da colonia
fungica, de modo que fossem liberadas as estruturas reprodutivas do fungo do meio de
cultura. A suspensdo obtida foi filtrada em copo tipo béquer, com auxilio de um funil de
vidro e camada de gaze, possibilitando a passagem da suspensdo aquosa contendo 0s
esporos, mas retendo os demais materiais, como as hifas. A suspensao foi homogeneizada
e em seguida, quantificada o nimero de conidios com o auxilio de uma camara de

Neubauer (hemacitémetro).

3.9. Delineamento experimental

Para estudar o efeito dos Oleos essenciais sobre M. enterolobii, utilizou-se
delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) num esquema fatorial 9 x 6 +
1, (nove 06leos, seis aliquotas de cada 6leo e uma testemunha adicional). Em relacdo ao

efeito dos 6leos sobre F. solani, também utilizou-se o DIC em esquema fatorial 9 x 6 + 1
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(nove Oleos, seis aliquotas de cada 6leo, trés isolados fungicos) e uma testemunha
adicional. Em todos os experimentos foram utilizadas 5 repeticoes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e o efeito das diferentes aliquotas
no indice de crescimento micelial, na reducéo da esporulacéo e inibicdo da germinacédo de
esporos foram analisados por analise de regresséo e pelo teste de Scott knott. Para o efeito
dos tratamentos sobre a eclosdo e mortalidade de J2 os dados foram comparados pelo teste
de Scott knott. Todas as andlises foram feitas com auxilio do programa estatistico R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Composigdo quimica dos 0leos essenciais

Os constituintes quimicos dos 6leos essenciais obtidos das plantas de Eucalipto
(Eucalyptus sp., E. citriodora e E. grandis), Citronela (Cymbopogon winterianus), Capim
limdo (Cymbopogon citratus), Alfavaca cravo (Ocimum gratissimum), Canela
(Cinnamomum  zeylanicum), Cravo-da-India (Syzygium aromaticum) e Alecrim
(Rosmarinos officinalis), e 0s seus teores expressos em porcentagem (calculados por

normalizacdo de areas) encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 - Constituintes dos 6leos essenciais de nove espécies botanicas identificadas por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrébmetro de massas e Seus respectivos teores

expressos em normalizacéo de area (%), Alegre, ES, 2012.

Espécies botanicas* 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Componentes

a-pineno 0,80 26,30 - - 4,1 - - - -
B-pineno 0,18 - - - 23 - - - -
p-cimeno 0,44 1510 - - - - - - -
1,8-cineol 1,75 10,48 - - - 12 24,23 - -
limoneno - 3,28 - - - - - - -
y-terpineno 0,27 6,74 - - - - - - -
Linalol 0,35 - 135 095 58 - 2,2 - -
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iso-isopulegol
citronelal
neo-isopulegol
a-terpineol
B-citronelol

acetato de a-terpenila
acetato de citronelila
6-Metil-5-hepten-2-
ona

B-Mirceno
cis-Ocimeno
trans-Verbenol
Neral

geraniol

geranial
2-Undecanono
citronellol
terpinen-4-ol acetate
eugenol

geranyl Acetate
B-Elemene
germacrene-D
delta-Cadinene
elemol

B-Eudesmol

torreol

a -Cadinol

o -mirceno
limoneno
para-cimeno

a -terpineno
a-felandreno

B-cariofileno

10,20
64,92
0,58

8,25
6,74
3,21

0,74
23,46
1,21
1,59
2,45
1,30

0,98

6,59
0,02
0,48
37,78
2,47
49,98
0,35

1,53
0,67

17,10
0,49
28,62

23.62
0.63
0.15
1.69
0.53
0.83
1.25
5.27
0.52
1.44
2.96

0,4
3,1
2,2
0,3
3,8
8,6
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o -humuleno - - - - 2,1 - - - 1,76

3-neotujamol - - - - - 5,3 - - -
formato de citronelila - - - - - 6,4 - - -
-mirceno - - - - - - 230 -

a-pineno - - - - - - 179 - -
5-metil-3-heptanona - - - - - - 2,3 - -
canfeno - - - - - - 2,5 - -
canfora - - - - - - 564 - -
a-terpineol - - - - - - 3,6 - -
verbenona - - - - - - 8,3 - -
B-cariofileno - - - - - - 3,2 2,84 10,45
p-cimeno - - - - - - - 211 -
mirceno - - - - - - - 034 -
gama-terpineno - - - - - - - 3.08 -
timol - - - - - - - 11,40 -
germacreno-D - - - - - - - 0,80 -
a-bisaboleno - - - - - - - 18,05 -
oxido de cariofileno - - - - - - - 0,65 0,6
cis-guaieno - - - - - - - 0,48 -
acetato de eugenila - - - - - - - - 2,13

oxido de cariofileno - - - - - - - - .

*1. Eucalyptus citriodora (eucalipto), 2. E. grandis (eucalipto); 3. Cymbopogon citratus (capim-liméo); 4.
Cymbopogon winterianus (citronela); 5. Cinnamomum zeylanicum (Canela); 6. Eucalyptus sp.; 7.
Rosmarinos officinalis (alecrim); 8. Ocimum gratissimum (alfavaca-cravo); 9. Syzygium aromaticum (cravo-
da-india).

Apesar de o0s Oleos essenciais possuirem quantidade variavel de substancias, é
comum sempre ocorrer 0 predominio de um ou dois compostos em maior quantidade e
outros em menores quantidades. A atividade antifungica e nematicida destes dleos
essenciais pode estar associada a presenca de um destes compostos ou da acdo sinérgica de
dois ou mais compostos presentes (SILVA; BASTOS, 2007).

O principal constituinte do 6leo essencial de E. grandis foi o a-pineno (26,3%),

seguido do citronelal (23,46%). Para o Oleo de E. citriodora o principal composto
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encontrado foi o citronelal com 64,92% do total, sequido do iso-isopulegol (10,20%) ¢ o B-
citronelol (8,25%) Para o Eucalyptus sp. o composto principal foi o citronelal (86,25%) e
o formato de citronelila (6,4%) (Tabela 3).

Estanislauet al. (2001) relataram que para as espécies de E. citriodora e E. grandis
0s componentes principais foram o citronelal (82,33%), acetato de citronelila (7,8%) e 3
neotujamol (6,78%); para o E. grandis foram encontrados 0s compostos terpineno
(16,84%), p-cimeno (16,66%), o que demonstra que os componentes do 6leo uma mesma
espécie botanica podem ter percentuais diferentes, dependendo das condigdes de cultivo,
ambientais, entre outras.

Chagas et al. (2002) descreveu como componente majoritario para o E. citriodora o
citronelal (94.9%), acetato de citronelila (2.61%) e trans-cariofileno (2.49%). No presente
estudo, o principal componente do 6leo dessa planta foi o citronelal.

Nove compostos foram identificados no Oleo essencial de C. citratus, sendo o
componente majoritario o geranial (49,98%), sequido pelo neral (37,78%) (Tabela 3).
Pereira et al. (2008) identificaram e quantificaram neste 6leo os compostos neral (40,2%) e
geranial (31,8%).

De acordo com Leal et al. (2003) e Guimardes (2007), o 6leo essencial de C.
citratus possui citral (mistura dos isdmeros neral e geranial) como principal composto (em
torno de 65 a 80%). Cimanga et al. (2002) e Costa et al. (2005) também observaram a
presenca do citral como constituinte majoritario no 6leo essencial de C. citratus, o que
corrobora com os resultados do presente estudo. Além disso, outros autores afirmaram que
o citronelal, geraniol, terpenos como o mirceno, varios aldeidos como isovaleraldeido,
cetonas, alcoois como o nerol, o 6-metil-5-hepten-2-ona, o linalol e o 2-undecanona podem
ser encontrados neste 6leo (COSTA et al. 2005; GUIMARAES, 2007).

A composi¢do quimica do dleo de S. aromaticum apresentou como componente
majoritario o eugenol (84,12%), seguido pelo B-Cariofileno (10,45%). Outros compostos
foram detectados em quantidades diminutas (Tabela 3). Os resultados encontrados foram
similares aos de outros pesquisadores, como Snoussi et al. (2008), que encontraram 88%
de eugenol em dleo de S. aromaticum. Pereira et al. (2008) também encontraram como
constituinte majoritario desse 6leo o eugenol (86,3%), seguido do trans-cariofileno (8,2%),
a-humuleno (0,8%) e acetato de eugenila (3,6%). No presente trabalho, o acetato de

eugelina e o a-humuleno tiveram percentuais de 2,13 e 1,76%, respectivamente.
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Em outro trabalho, Oussalah et al. (2006), também encontraram que 0s principais
componentes do S. aromaticum sdo: eugenol (78%) e acetato de eugenila (8%),
confirmando parcialmente o resultado encontrado no presente trabalho.

Outro estudo que corrobora os resultados da presente pesquisa é o de Schereret al.
(2009), no qual o Oleo essencial de S. aromaticum apresentou como componentes
majoritarios o eugenol (83,75%), seguido pelo a-cariofileno (10,98%) e o a-humuleno
(1,26%). Ja Costa et al. (2011), encontraram como constituintes majoritarios 0s compostos
eugenol (83,6%); acetato de eugenila (11,6%) e cariofileno (4,2%).

Os principais componentes encontrados no 6leo de C. winterianus foram o geranial
(28,62%), citronellol (23,62%) e neral (17,10%), (Tabela 3) sendo esses compostos
classificados como monoterpenos. A presenca dos compostos citronelal e citronellol no
0leo desta planta foi relatado por Labinas e Crocomo (2002). Quintans-Junior et al. (2008),
encontraram a presenca de geraniol (40,06%), como o principal constituinte, seguindo
pelos compostos citronelal (27,44%) e citronellol (10,45%).

Leite et al. (2011) encontraram como componentes majoritarios do 0leo essencial
de C. winterianus o citronelal (36,19%), geraniol (32,82%) e citronellol (11,37%). Ja
Oliveira et al. (2010) relataram que o 6leo essencial de C. winterianus apresentou como
componentes majoritarios o citronelal (34,60%), geraniol (23,17%) e citronelol (12,09%).
Segundo Chen e Vijoen, (2010), o geraniol tem atividade anti-septica, inibindo o
crescimento de fungos e de bactérias (CHEN e VIJOEN, 2010).

O o0leo de O. gratissimum apresentou como componentes majoritarios o eugenol
(53,25%), seguido pelo alfa-bisaboleno (18,05%) e timol (11,40). Lorenzi (2002)
encontrou no Oleo essencial extraido das folhas de O. gratissimum 73,3% de eugenol,
12,1% de 1,8 cineol, 2,3% de B-cariofleno, 2,1% de (Z)-ocimeno. Ja no trabalho de Silvaet
al. (2010), foram identificadas para essa espécie os compostos eugenol (81,94%) e y-
muroleno (12,58%), confirmando parcialmente o resultado encontrado no presente
trabalho.

Na composicao quimica do 6leo de C. zeylanicum foi encontrado como componente
majoritario o eugenol (57%), seguido de B-cariofileno (8,6%) e linalol (5,8%), sendo ainda
identificados mais 8 compostos (Tabela 3). Resultados diferentes foram relatados por
Andrade et al. (2012), ao descrever que que 0s componentes majoritarios do 6leo de C.
zeylanicum séo os fenilpropandides (E)- cinamaldeido (77,72%) e acetato de (E)-cinamila
(5,99%) e o monoterpendide 1,8-cineol (4,66%). Os relatos de Singh et al. (2007) também
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diferem dos do presente estudo; os autores encontraram a presenca de 13 componentes no
Oleo essencial de C. zeylanicum, sendo o (E)-cinamaldeido (97,7%) o principal
componente quimico, seguido do a-cadineno (0,9%), a-copaeno e (0,8%) ¢ a-amorfeno
(0,5%).

Em relacdo ao dleo de R. officinalis os seus principais componentes foram o 1,8
cineol (24,23%), B-mirceno (23,0%), a-pineno (17,9%) e verbenona (8,3%). Jianget al.
(2011) analisando o Oleo essencial de R. officinalis encontraram como compostos
majoritarios o 1,8-cineol (26,54%), a-pineno (20,14%), cénfora (12,88%) e canfeno
(11,38%).

No que se refere aos componentes majoritarios do 6leo de R. officinalis, resultados
diferentes foram encontrados por outros autores. Okohet al. (2010) descreveram como
principais compostos isolados desse Oleo a verbenona (17,43%), canfora (16,57%), 1,8-
cineol (11,91%) e a-pineno (11,47%). Segundo Bozin et al. (2007) os constituintes
majoritarios foram o limoneno (21,7%), seguido pelos compostos canfora (21,6%) e a-
pineno (13,5%). Gachkaret al. (2007) relataram que 0s compostos encontrados em maior
quantidade na mesma planta foram o piperitona (23,7%), linalol (14,9%) e a-pineno
(14,9%). Ja Bouchra et al. (2003) mencionaram a predominancia dos compostos borneol
(15,6%), a-pineno (15,3%), limoneno (11,6%) e canfora (11,6%).

O rendimento, a quantidade e a composicdo quimica dos Oleos essenciais séo
afetados por diversos fatores, incluindo a espécie botéanica, devido & diversidade genética,
assim como as partes utilizadas e metodologia empregada no processo de extracao,
fisiologia inerentes a planta (fase de desenvolvimento, ciclo de polinizacdo, variacdes
sazonais, condicGes de estresse da planta), condigcbes ambientais tais como clima, poluicao
atmosférica, caracteristicas do solo, luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutricdo,
época e horéario de coleta, variacdes geograficas, interacdes entre planta/planta,
planta/microrganismos, plantas/insetos (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; MORAIS, 2009,
AZAMBUJA, 2011). Isso explica as diferencas encontradas nos percentuais de Oleo
encontrados para as diferentes espécies botanicas no presente estudo em comparagdo aos

resultados de outros autores citados na literatura.
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4.2. Efeito fungitoxico dos 6leos essenciais

Observando-se as figuras 4, 5 e 6, percebe-se que houve redugdo do crescimento
micelial, do nimero médio de esporos, aumento da porcentagem de inibigdo da germinacéo
de esporos dos isolados de Fusarium solani UENF/CF 163, UENF/CF241 e UENF/CF 295
em funcdo das aliquotas crescentes dos 6leos estudado, comportamento melhor ajustado
pelo modelo quadratico de regressao.
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Com a aplicacdo das diferentes aliquotas dos 6leos essenciais de S. aromaticum e
C. zeylanicum, o crescimento micelial de F. solani isolado UENF/CF 163 foi totalmente
inibido mesmo na menor aliquota (5 pl), ndo havendo diferenca entre as concentracdes
utilizadas para ambos 0s 6leos.

A propriedade antifngica dos 6leos de S. aromaticum e C. zeylanicum é atribuida,
principalmente, aos componentes majoritarios desses 6leos. A reducdo no crescimento
fungico pode ser associada a presenca de substancias encontradas nos 6leos, como as do
grupo alcodlico, carbonilas e duplas ligacGes; pressupbe-se haver uma oxidacdo dos
constituintes celulares que sdo metabolizados em outras substancias (SALGADO et al.,
2001).

Pinto et al. (2010), ao testarem trés aliquotas do Oleo essencial de S. aromaticum
(25 pl, 50 pl e 75 pl), quanto a toxicidade ao fungo Colletotrichum gloeosporioides isolado
da manga, verificaram inibicdo de 100% do desenvolvimento do fungo em todas as
aliquotas; no presente estudo, todas as aliquotas do Oleo de S. aromaticum inibiram o
crescimento micelial de F. solani

A segunda menor aliquota testada do 6leo de O. gratissimum parasilou totalmente
crescimento fungico (Tabela 4), indicando o efeito fungitoxico deste dleo

Numpagqueet al. (2011), ao investigar a atividade antifingica dos componentes
timol e carvacrol presentes no dleo de O. gratissimum sobre os fungos Colletotrichum
acutatum e Botryodiplodia theobromae, observaram que na concentracdo de 50 pl/mL os
fungos ndo se desenvolviam mais; essa atividade, segundo os autores, foi atribuida ao
envolvimento do grupo hidroxila, na formacgao das ligacGes de hidrogénio em organelas na
célula e a acidez dos compostos fendlicos que promoveu reducdo do pH e colapso da forca
motriz de prétons, causando o esgotamento de ATP na célula, levando os fungos a morte.

Embora a atividade biologica de Oleos essenciais geralmente seja atribuida ao
seu(s) composto(s) majoritario(s), o efeito sinérgico ou antagdnico de um composto em
menor concentracdo na composicdo desse dleo deve ser considerado, pois cada
componente pode ter sua parcela de contribuicdo para a atividade bioldgica desses 6leos
(DAFERERA et al., 2003). V= 63L0SSHOLIX R=0948

Com a aplicacdo das crescentes aliquotas dos Oleos essenciais de eucalipto
comercial, E. citriodora, E. grandis, R. officinalis, C. winterianus e C. citratus o

crescimento micelial dos trés isolados de F. solani foi reduzido, o que demonstra que 0s
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isolados fangicos sdo sensiveis a tais dleos (Figura 5). O 6leo dessas duas Ultimas espécies
boténicas foram os mais eficientes, pois as menores aliquotas (15 e 20 ul) ja foram capazer
de inibir completamente o crescimento micelial. O 6leo de R. officinales foi 0 menos
eficiente, pois mesmo a maior aliquota (20 pl) reduziu menos o crescimento micelial em
relagdo aos demais Gleos (Figura 5).

Salgado et al. (2003) também notaram efeitos fungistaticos na concentracdo de
500mg/kg do 6leo de Eucalyptus sp. no crescimento micelial dos fungos F. oxysporum,
Bipolaris sorokiniana e Botrytis cinerea.

Segundo Al-Reza et al. (2010), os 6leos essenciais sd0 promissores como agentes
antifungicos, isso ocorre devido a presenca de varios compostos ativos que podem agir de
diferentes formas na inibicdo do crescimento de fitopatdgenos.

Carnelossi et al. (2009), analisando o efeito ‘in vitro’ de dleos essenciais de E.
citriodora, e menta (Mentha piperita L.) sobre o fungo C. gloeosporioides, observaram
que os 0leos promoveram inibicao total do crescimento micelial do patdgeno. Pereira et al.
(2011), também observaram diminui¢do do crescimento micelial de Cercospora coffeicola
quando tratado com Oleo essencial do C. citratus e E. citriodora. Em outro estudo,
Nguefack et al. (2004), analisando diferentes concentracdes do Oleo essencial de C.
citratus observaram a inibicdo no crescimento micelial de trés fungos diferentes, a
concentragdo de 200 pg/mL inibiu em 64% do desenvolvimento de F. moniliforme, ja
concentragdo de 550 pg/mL inibiu os fungos Aspergilus flavus e A. fumigatus em 48% e
77%, respectivamente. A inibicdo total foi constatada para F. moniliforme quando o 6leo
foi utilizado na concentracdo de 300 pug/mL ¢ para A. flavus e para A. fumigatus na
concentracdo de 1200 pg/mL.

Schuck et al. (2001) avaliaram a atividade antimicrobiana de C. citratus frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. Com os resultados obtidos
ficou comprovada a atividade antifingica sobre C. albicans, superando os valores de
inibicdo do antifungico padrdo. Guimardes et al. (2007), estudaram o efeito do dleo
essencial de C. citratus e de seus componentes majoritarios (citral e mirceno) sobre C.
gloeosporioides e observaram que a aliquota de 500 ppm do 6leo essencial e do citral
promoveram inibicdo de 100% o desenvolvimento fungico, entretanto, observou-se que o
mirceno apresentou baixa atividade a 500 ppm, pois nessa concentracdo houve inibicéo de

apenas 22,17% do crescimento micelial do fungo.
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A propriedade antifdngica do C. citratus é atribuida, principalmente, aos
componentes majoritarios do 6leo dessa planta. Guimardes et al. (2011), avaliou a
atividade fungitoxica do 6leo essencial de C. citratus e do seu constituinte majoritério, o
citral, sobre o crescimento micelial de F. oxysporum cubense, C. gloeosporioides,
Bipolaris sp. e A. alternata, e observaram que todos 0s microrganismos tratados com o
6leo tiveram seu crescimento micelial inibido tanto pelo éleo essencial quanto pelo citral.

Alzate et et al. (2009), ao analisarem o efeito fungitoxico dos compostos
majoritarios deste oOleo revelaram que o citral na concentragdo de 300 pL/L inibiu
completamente o crescimento micelial de Colletotrichum acutatum.

A medida que a aliquota do 6leo essencial de eucalipto comercial foi aumentada,
maior toxicidade aos isolados do F. solani foi notada, sendo a aliquota de 30 pul a que
promoveu maior redugdo do cresciment do fungo (Figura 5).

Costa et al. (2003), avaliaram os 6leos essenciais de orégano, alecrim, manjericao,
menta e cebola (Allium cepa L.) sobre os fungos Aspergillus niger, A. flavus, A. ochraceus
e Fusarium sp., e observaram que, na presenca desses Oleos, os fungos tiveram o
crescimento reduzido a medida que se aumentou a concentracdo dos 6leos. Martins et al.
(2010), observaram que o 0leo de R. officinalis na concentracdo minima (4%) foi ativo
sobre dois isolados de R. Solanacearum, com valores médios dos halos de inibicao entre 12
e 14 mm de diametro. Segundo os autores, a partir desta concentracdo ndo houve
efetividade do 6leo sobre a bactéria em testes realizados ‘in vitro’.

Souza et. al (2005) avaliaram, ‘in vitro’, a eficiéncia de alguns fungicidas e 6leos
essenciais de eucalipto e C. winterianus para controle de Monilinia fructicola, e
observaram que a aplicacdo do 6leo de C. winterianus apresentou potencial para controle
do patdégeno nas doses mais elevadas, eficiéncia semelhante aquela mostrada pelos
fungicidas triazois e superior ao fungicida azoxystrobin e ao 6leo de eucalipto. Pereira et
al. (2011), também obtiveram respostas positivas em relacdo a inibicdo do
desenvolvimento do fungo C. coffeicola com os mesmos 6leos.

No tocante a esporulacéo, o efeito dos 6leos somente foi verificado para os isolados
F. solani UNEF/163 e UENF/241, sendo esse Gltimo o mais sensivel ao 0leo; pois sua
esporulacdo foi totalmente paralisada quando foi empregada a aliquota de 20 ul de
eucalipto comercial, E. citriodora e E. grandis; o 6leo menos eficiente foi o de R.
officinalis, pois até mesmo sua maior aliquota (30 pl) ndo inibiu por completo a producéo

de esporos (Figura 4).
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Abreu (2006), testando ‘in vitro’ 0 6leo de E. citriodora nas concentragGes de O,
250, 500, 750 e 1000 puL/L encontrou redugdo de até 100% de germinag@o conidial de
Alternaria solani; em relagdo ao teste ‘in vivo’, no qual o autor comparou o efeito dos
tratamentos sobre o numero de folhas doentes, a concentragdo de 750 pL/L reduziu em
59% e a de 1000 pL/L em 100% o numero de folhas doentes.

Bonaldo et al. (2004) observaram que o extrato de E. citriodora inibiu a
germinacdo de conidios de Colletotrichum lagenaria em mais de 90%. Ja4 BALBI-PENA at
al. (2006) notaram que os extratos de Curcuma attenuata Wall. (acafrdo) a 10 e 15%
inibiram a germinacéo de esporos de F. solani em 71,7% e 87%, respectivamente.

Assim como o observado no teste de crescimento micelial e producédo de esporos,
houve também aumento da inibicdo da germinacdo dos esporos quando as concentracdes
dos 6leos de Eucalyptus sp., E. citriodora, E. grandis, R. officinales, C. winterianus e O.
gratissimum foram aumentadas (Figura 6). O potencial da atividade bioldgica desses 6leos
contra F. solani esta relacionado a sua consideravel quantidade de componentes quimicos
com acdo antifingica (WHITTAKE e FEENY, 1971).

Alves et al. (2002) relataram a eficiéncia do 0leo essencial de E. citriodora, em
testes realizados ‘in vitro’, sobre a germinagao de conidios e crescimento micelial do fungo
Colletotrichum musae. Sousa Junior et al. (2011), verificaram inibicdo de 100% da
germinacédo de esporos do fungo C. gloeosporioides quando este foi colocado em contato
com os Oleos essenciais de alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham), O. gratissimum, C.
citratus e Psidium sp.

A porcentagem de inibicdo da germinacdo de esporos dos isolados UNEF/163 e
UENF/241 na menor aliquota testada do 6leo de E. grandis (5ul) foi de mais de 30%, ja na
aliquota de 15 pl a inibicéo foi total (Figura 6). Alguns autores atribuem esse resultado ao
composto monoterpeno a-pineno, componente majoritario do dleo de E. grandis. Segundo
alguns autores, esse composto é capazes de inibir a respiracdo e 0s processos de transporte
de ions promovendo um comprometimento da integridade da membrana das células,
levando-a a morte (PEREIRA, 2010).

O 6leo de R. officinalis foi o que menos inibiu a germinacdo de esporos, o
crescimento micelial e 0 nimero de esporos (Figura 4, 5 e 6). Diversos autores relataram
que, de maneira geral, esse G6leo ndo € efetivo para inibicdo do desenvolvimento de
microrganismos. DAFERERA et al. (2003), para reduzir em 50% crescimento micelial de

B. cinérea, tiveram que utilizar 606 pg/ml de 6leo. Itako et al. (2009), relataram que o
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extrato bruto aquoso de R. officinalis na concentracdo de 40% reduziu o crescimento
micelial de Cladosporium fulvum em 49,06%. Scapim et al. (2010), avaliando extrato de R.
officinalis nas concentracbes de 1, 10, 20 e 40%, observaram que a medida que se
aumentou a concentracdo do Oleo ocorreu reducdo do desenvolvimento do fungo
Exserohilum turcicum, sendo que a concentracdo de 40% promoveu inibicdo de apenas
54%. O mesmo ocorreu no presente ensaio, pois provavelmente, aliquotas mais elevadas
do Oleo seriam necessarias para surtir efeito satisfatorio sobre as caracteristicas avaliadas
do fungo.

O namero de esporos germinados na presenca de 30 pl do 6leo de R. officinalis
para o isolado do F. solani UENF/241 foi reduzido em mais de 80%, ja para o isolado F.
solani UENF/163 a reducéo foi de aproximadamente 40% (Figura 5). Isso demonstra que o
efeito do 6leo sobre a producéo de conidios depende ndo apenas do 6leo, mas também do
isolado fungico.

Segundo Abreu (2006), a avaliagdo do efeito de Oleos essenciais na inibicdo da
germinacdo de esporos é fundamental, pois 0s esses sdo estruturas de propagacao e, em
alguns casos, resisténcia de fungos. Segundo os autores, para ser bem sucedida, a
utilizacdo de um oOleo essencial no manejo de fungos deverd inibir ndo apenas o
crescimento micelial, mas também a germinacao dos esporos.

Observando os resultados apresentados nas Tabelas 4, 5 e 6, € possivel notar que
alguns OGleos essenciais testados apresentaram indices variaveis de inibicdo do
desenvolvimento micelial dos trés isolados de F. solani em relacéo a testemunha.

Ao verificar o efeito entre os tratamentos, nota-se que os Oleos essenciais de S.
aromaticum e C. zeylanicum apresentaram melhores resultados na reducdo do crescimento
micelial dos trés isolados, pois todas as aliquotas do 6leo inibiram em 100% o didmetro
dos halos miceliais. J& 0 dleo essencial do R. officinalis ndo mostrou boa atividade, sendo o
menos efetivo para a inibicdo do desenvolvimento micelial. Costa et al. (2011), ao testar o
efeito fungitoxico do 6leo de S. aromaticum sobre os fungos R. solani, F. oxysporume e

M. phaseolina observaram que o 6leo causou danos celulares aos fungos.
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Tabela 4 - Diametro dos halos miceliais (cm) de Fusarium solani UENF/CF 163, isolado

de raiz de goiabeira, em resposta a utilizacdo de diferentes aliquotas (uL) dos dleos

essenciais de nove espécies boténicas. Alegre, ES, 2012.

Aliguotas 5 10 15 20 25 30

Espécies
botanicas
R. officilalis 7.58b  7.28b 5.42b 5.12b 5.24b 5.18b
Eucalyptus sp. 6.24c  6.02c 2.74c 2.50c 2.50c 1.38c
E. citriodora 486d  4.28d 1.10d 0.00d 0.00d 0.98c
E. grandis 420d  4.3d 0.00e 0.00d 0.00d 0.00c
C. winterianus ~ 3.74d  2.36e 0.00e 0.00d 0.00d 0.00c
C. citratus 2.18¢  0.20f 0.00e 0.00d 0.00d 0.00c
O. gratissimum  2.08e  0.00f 0.00e 0.00d 0.00d 0.00c
S. aromaticum 0.00f  0.00f 0.00e 0.00d 0.00d 0.00c

C. zeylanicum 0.00g  0.00f 0.00e 0.00d 0.00d 0.00c
Testemunha 9.00a 9.00a 9.00a 9.00a 9.00a 9.00a

Médias seguidas pela mesma letra em coluna ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo

teste Scott knott.
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Tabela 5 - Diametro dos halos miceliais (cm) de Fusarium solani UENF/CF 241, isolado

de raiz de goiabeira, em resposta ao emprego de diferentes aliquotas (uL) dos Oleos

essenciais de nove espécies botanicas. Alegre, ES, 2012.

Aliquotas 5 10 15 20 25 30

botanicas

R. officilalis 7.44b 7.04b 5.58b 4.94b 4.58b 3.86b
Eucalyptus sp.  6.16¢ 5.14c 1.02c 2.00c 2.00c 1.62c
E. citriodora 5.80c 4.78c 0.30d 0.38d 0.00d 0.00d
E. grandis 4.88d 4.10d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
C. winterianus  1.82¢ 0.00e 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
C. citratus 0.92e 0.00e 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
O. gratissimum  0.60f 0.00e 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
S. aromaticum  0.00g 0.00de 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
C. zeylanicum  0.00g 0.00e 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
Testemunha 9.00a 9.00a 9.00a 9.00a 9.00a 9.00a

Médias seguidas pela mesma letra em colun ando diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo

teste Scott knott.
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Tabela 6 - Diametro dos halos miceliais (cm) de Fusarium solani UENF/CF 295, isolado
de raiz de goiabeira, em resposta ao emprego de diferentes aliquotas (uL) dos 6leos

essenciais de nove espécies boténicas. Alegre, ES, 2012

Aliguotas 5 10 15 20 25 30

botanicas

R. officilalis 8.62b 7.10b 7.180b 6.520b 6.46b 6.24b
Eucalyptussp.  7.62c 6.96b 0.00c 3.50c 3.50c 1.90c
E. citriodora 6.78¢ 5.30c 1.400c 0.94d 1.50d 0.48d
E. grandis 4.98d 0.00e 1.282c 0.26d 0.00d 0.00d
C. winterianus ~ 4.72d 4.90c 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
C. citratus 3.34e 2.52d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
O. gratissimum  1.24f 0.00e 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
S. aromaticum  0.00g 0.00e 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
C. zeylanicum  0.00g 0.00e 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
Testemunha  9.00a 9.00a 9.00a 9.00a 9.00a 9.00a

Médias seguidas pela mesma letra em coluna ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
teste Scott knott.

Na aliquota de 15 uL para os 6leos de C. winterianus, C. citratus e O. gratissimum
houve 100% de inibicdo do crescimento micelial para todos os isolados fungicos (Tabelas
4,5¢€6).

O o6leo de E. citriodora apresentou inibicdo total do halo micelial dos UENF/CF
163 e UENF/CF 241 & partir das aliquotas de 20 e 25 pL, respectivamente (Tabelas 4 e 5).
Pereira et al. (2007), testando diferentes concentracfes de 6leo essencial de E. citriodora
sobre os fungos C. musae e C. gloeosporioides, causadores da podriddo da banana,
observaram inibicdo de 61% do desenvolvimento micelial do C. gloeosporioides e 84% do
C. musae.

Os oOleos de E. grandis, C. winterianus, C. citratus e O. gratissimum foram
eficientes na inibicdo da producéo de esporos (Tabelas 7, 8 e 9). O bleo de O. gratissimum

foi 100% eficaz a partir da aliquota de 10 ul para os trés isolados de F. solani; O 6leo de
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C. citratus apresentou 100% de eficiéncia a partir das aliquotas 10 pl para os isolados
UENF/CF 241 e UENF/CF 295 e a partir de 15 pl para o isolado UENF/CF 163; o 6leo de
C. winterianus reduziu em 100% a producdo de esporos a partir del0 pl para o isolado
UENF/CF 241 e a partir de 15 ul para os isolados UENF/CF 163 e UENF/CF 295 (Tabelas
7, 8 e 9). Benini et al. (2010) avaliaram o efeito de 6leo essencial de O. gratissimum nas
aliquotas de 20, 40 e 60 pl e constaram que todas as aliquotas promoveram inibicéo
completa do desenvolvimento dos fitopatogenos Rastonia solanacearun, S. rolfsii,
Phytophora sp. e A. alternata.

Guimardes et al. (2007) relataram que para o fungo C. gloeosporioides a aliquota
minima inibitéria do 6leo de C. citratus foi de 500 pL. Os autores estudaram também o
efeito dos componentes majoritarios obtidos a partir do 6leo de C. citratus (citral e
mirceno) sobre o fungo. A aliquota minima (500 pL) do citral inibiu em 100% o
crescimento micelial do fungo; ja a atividade fungicida do composto mirceno foi baixa na
aliqguota de 500 pL, com inibicdo de apenas 22,17% do crescimento micelial. Isso
demonstra que a eficiéncia do 0leo esta em funcdo ndo apenas dos seus componenetes, mas
também do fungo sobre o qual o 6leo esta sendo aplicado.

Silva et al. (2012), ao avaliar o efeito dos extratos S. aromaticum, O. gratissimum e
C. citratus sobre o crescimento dos fungos C. gloeosporioides, F. oxysporum f. sp
vasinfectum e P. oryzae observaram que o S. aromaticum, na concentracdo de 20%, inibiu
em 100% o desenvolvimento de todos os fungos; o extrato de C. citratus reduziu em 11%
0 desenvolvimento de C. gloeosporioides, 43% F. oxysporum f. sp vasinfectum e 31% de
P. oryzae; ja o extrato de O. gratissimum reduziu em 13, 22 e 24% o desenvolvimento dos
respectivos fungos. Isso demonstra a efetividade dos dleos dessas espécies botanicas no
controle de fungos, conforme também observado no presente trabalho, principalmente para

as aliquotas superiores a 10 L.
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Tabela 7 - Nimero médio de esporos produzidos por Fusarium solani isolado UENF/CF

163, obtidos a partir de raizes de goiabeira cv. Paluma com sintomas de declinio, em

resposta ao tratamento com diferentes aliquotas (uL) dos 6leos essenciais de nove espécies
botanicas. Alegre, ES, 2012.

Aliquotas 5 10 15 20 25 30

Espécie
botanicas
R. officilalis  175.15b  115.23b 142.28b 143.63b 112.19b 142.28b
Eucalyptus sp. 121.31c  133.51b 27.19c 22.54c 22.54c 16.13c
E. citriodora  93.75c 118.3b 4.35¢C 0.00c 0.00c 0.78c
E. grandis 61.90c  75.050c 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c
C. winterianus 35.38d 7.086d 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c
C. citratus 27.63d 2.50d 0.00c 0.00c 0.00b 0.00c
O. gratissimun  8.89¢ 0.00d 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c
S. aromaticum  0.00e 0.00d 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c
C. zeylanicum  0.00e 0.00d 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c

Testemunha  147a 147a 147a 147a 147a 147a

Médias seguidas pela mesma letra em coluna ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo

teste Scott knott.
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Tabela 8 - Nimero médio de esporos produzidos por Fusarium solani isolado UENF/CF
241, obtidos a partir de raizes de goiabeira cv. Paluma com sintomas de declinio, em
resposta ao tratamento com diferentes aliquotas (uL) dos dleos essenciais de nove espécies
botanicas. Alegre, ES, 2012.

Aliquotas 5 10 15 20 25 30

botanicas

R. officilalis ~ 93.3b 84.83b  74.71b 76.06b 2.61b 5.94b
Eucalyptus sp. 107.2b  42.31c  3.15c 2.61c 0.00b 0.00b
E. citriodora 98.83b  58.22c  0.0lc 0.71c 25.41b 21.73b
E. grandis 42.43c  45.33c  0.00c 0.00c 0.00b 0.00b
C. winterianus 0.13d 0.00d 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b
C. citratus 0.41d 0.00d 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b
O. gratissimun  0.06c 0.00d 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b
S. aromaticum 0.00d 0.00d 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b
C. zeylanicum 0.00d 0.00d 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b
Testemunha  105a 105a 105a 105a 105a 105a

Médias seguidas pela mesma letra em coluna ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
teste Scott knott.
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Tabela 9 — Nimero médio de esporos produzidos por Fusarium solani isolado UENF/CF
295, obtidos a partir de raizes de goiabeira cv. Paluma com sintomas de declinio, em
resposta ao tratamento com diferentes aliquotas (uL) dos Oleos essenciais de nove espécies
botanicas. Alegre, ES, 2012.

Aliquotas 5 10 15 20 25 30

Espécie
botanicas

R. officilalis  198.81b  279.08b 261b 149.51b 203.71b 142.94b
Eucalyptus sp. 172.28b  232.85b 57.07b 83.36b 83.36b 19.03c

E. citriodora 233.3b  107.88b 14.11b 5.35¢c 7.56¢ 0.3c
E. grandis 98.85b 79.01b 0.52b 2.16¢ 4.28¢c 0.2c
C. winterianus 88.33b 21.5¢ 0.00b 0.00c 0.00c 0.00c
C. citratus 35.74c 0.00d 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c
O. gratissimur ~ 3.2d 0.00d 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c
S. aromaticum 0.00d 0.00d 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c
C. zeylanicum 0.00d 0.00d 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c
Testemunha  251la 251a 251a 251a 251a 251a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste
Scott knott.

Nas tabelas 10 e 11 constam os valores médios da porcentagem de inibicdo da
germinacdo de esporos dos isolados F. solani UENF/163 e 241. Para o isolado UENF/295
os valores ndo sdo apresentados porque a interacdo concentracdo X espécie ndo foi
significativa.

Os 0leos mais eficientes foram o S. aromaticum e C. zeylanicum, pois na menor
aliquota (5ul) ja houve reducdo de 100% da germinacdo dos esporos de ambos os isolados
fungicos. Por sua vez, o 6leo de O. gratissimum reduziu em 100% a germinacao de esporos
dos dois isolados a partir da aliquota de 10ul (Tabelas 11 e 12) .

Os Gleos de C. winterianus, C. citratus e O. gratissimum inibiram totalmente a

germinacdo de esporos do isolado UENF/CF 241 a partir de 10 ul e o E. grandis teve o
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mesmo efeito a partir de 15 pl surtiu (Tabela 11). Os dleos dessas duas primeiras espéecies
boténicas inibiram a germinacédo de esporos do isolado UENF/CF 163 em 100% & partir da
aliquota de 15 pl; efeito semelhante observado para o 6leo de O. gratissimum a partir de
10 pl (Tabela 10).

O o6leo de E. citriodora foi totalmente eficiente na germinagdo de esporos a partir
de 20 e 25 pl para os isolados UENF/CF 163 e UENF/CF 241, respectivamente, e, de
maneira geral, os 6leos de eucalipto comercial e R. officinalis foram os menos eficientes

em todas as aliquotas testadas (Tabelas 10 e 11).

Tabela 10 — Porcentagem de inibicdo da germinagdo de esporos de Fusarium solani
UENF/CF 163, obtidos a partir de raiz de goiabeira cv. Paluma com sintomas de declinio,
em resposta ao tratamento com diferentes aliquotas (uL) dos o6leos essenciais de nove

espécies boténicas. Alegre, ES, 2012.

Aliquotas 5 10 15 20 25 30

botanicas

R. officilalis ~ 15.56f  30.55e 25,90c 29.87d 34.89d 31.37c

Eucalyptus sp. 26.71f  29.69e 92.41b 78.46¢ 66.37¢ 86.86b

E. citriodora 41.53e  38.90e 92.41b 100b 100b 94.29b
E. grandis 60.472d 51.8d 100b 100b 100b 100b
C. winterianus 76.13c ~ 84.48c 100b 100b 100b 100b
C. citratus 53.95c  98.04b 100b 100b 100b 100b
O. gratissimun 78.25¢  100b 100b 100b 100b 100b
S. aromaticum 100 b 100b 100b 100b 100b 100b
C. zeylanicum 100 b 100b 100b 100b 100b 100b
Testemunha 0.00a 0.00a 0.00a 0.00 0.00a 0.00a

Médias seguidas pela mesma letra em coluna ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
teste Scott knott.
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Tabela 11 — Porcentagem de inibicdo da germinagdo de esporos de Fusarium solani
UENF/CF 241, obtidos a partir de raiz de goiabeira cv. Paluma com sintomas de declinio,
em resposta ao tratamento com diferentes aliquotas (uL) dos Oleos essenciais de nove

espécies botanicas. Alegre, ES, 2012.

5 10 15 20 25 30

botanicas

R. officilalis  6.66e 18.33d 30.50c 30.90d 57.38d 63.93d
Eucalyptus sp. 19.26d  45.61c 91.70b 85.42c 85.42c 86.37c
E. citriodora 22.15d  40.45c 97.99b 97.12b 100b 100b
E. grandis 47.29c  51.11c 100b 100b 100b 100b
C. winterianus 87.80b  100b 100b 100b 100b 100b
C. citratus 93.66b  100b 100b 100b 100b 100b
O. gratissimun 95.96b  100b 100b 100b 100b 100b
S. aromaticum 100b 100b 100b 100b 100b 100b
C. zeylanicum 100b 100b 100b 100b 100 b 100b
Testemunha 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a

Médias seguidas pela mesmaletra em coluna ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste
Scott knott.

A atividade antifingica dos 0leos essenciais, segundo alguns autores, pode estar
relacionada com sua propriedade hidrofobica; isso significa que ao entrar em contato com

o fungo, os componentes do 6leo interagem com a mitocéndria e os lipideos da membrana
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plasmaética, alterando a sua permeabilidade, causando disturbios estruturais, o que pode
promover a exposicao do contetido celular, inclusive do nucleo (Silva et al., 2003; Bakkali
et al., 2008 e Costa et al., 2011 ). De fato, Rasooli et al. (2006), utilizando microscopia
eletrobnica de varredura, conseguiram observar que a parede, membrana e organelas
celulares do fungo A. niger sofreram severos danos quando expostos aos Gleos essenciais
de Thymus eriocalyx e T. x-porlock, enquanto que o micélio apresentou alteracdes
morfolégicas nas suas hifas, interrupcdo e destruicdo das membranas plasmaticas e
mitocondriais. Costa et al. (2011), estudando o efeito do 6leo essencial de S. aromaticum
sobre o fungo R. solani, também observaram diferentes alteracbes morfoldgicas das hifas.

Silva et al. (2009), avaliaram o efeito dos Oleos essenciais de C. citratus e C.
gratissimum sobre C. gloeosporioides e observaram que ocorreu 100% de inibicdo da
germinacdo de esporos do fungo, resultado esse que estad de acordo com o observado na
presente pesquisa quando F. solani foi tratado esses 0leos.

Souza Junior et al. (2009) testaram os Oleos de O. gratissimum e C. citratus e
obtiveram 100% de inibicdo da germinacéo de esporos de C. gloeosporioides. Medice et al.
(2007), observaram que os Oleos essenciais de E. citriodora e C. winterianus nas
concentragdes 0,1%; 0,5%; 1,0% e 0,3% promoveram a inibicdo de 100% da germinacgéo
dos uredinosporos de Phakopsora pachyrhizi Syd. e P. Syd, agente causal da ferrugem da
soja.

Lorenzetti et al. (2011), analisaram os efeitos dos dleos de C. citratus, menta
(Mentha sp.), Eucalyptus sp., cravo (S. aromaticum), e C. zeylanicum sobre B. cinerea e
relataram que houve inibicdo completa da esporulacdo do fungo. De acordo com o0s
autores, a atividade antifangica foi atribuida aos componentes majoritarios presentes nesse
Oleo, quais sejam: o eugenol, trans-2-hexenal, carvacrol, trans-cinamaldeido, citral,

geraniol e 0 mentol.

4.3. Mortalidade de juvenis de segundo estaido (J2) de M. enterolobii

Para a porcentagem de mortalidade de J2 de M. enterolobii ndo houve efeito
significativo dos tratamentos para a intera¢do 0leo x concentracdo, ou seja, 0s tratamentos
somente foram significativos (P < 0,05) para os efeitos principais.

Na tabela 12 observa-se que todos os Oleos essenciais foram eficientes na

mortalidade dos J2. Os 6leos mais eficientes que comporam o primeiro grupo foram: O.
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gratissimum, C. zeylanicum e S. aromaticum (todos com 100% de mortalidade dos J2) e
eucalipto comercial (99,74%), o segundo grupo foi formado pelos éleos de C. winterianus
(96.93%), E. grandis (96.86%), C. citratus (96.73%) e E. citriodora (93.57%) e, por fim,
no terceiro grupo ficou o 6leo de R. officinalis, sendo o menos eficiente com 79.76% de
mortalidade, mas ainda sim, promovendo elevado indice de mortalidade em relacdo a
testemunha (Tabela 12).

Kong et al. (2006), ao testar élos essenciais no manejo de Bursaphelenchus
xylophilus (Steiner e Buhrer), agente causal da murcha do pinheiro, observaram que 0s
melhores resultados foram obtidos com a utilizagdo dos 6leos de C. zeylanicum e S.
aromaticum na concentracdo de 0,12 mg/mL, causando mortalidade de 100%. No presente
estudo, os 6leos dessas duas espécies vegetais provocaram a mortalidade total dos J2. Em
outro estudo, Barbosa et al. (2010) testaram o 0Oleo essecial de C. citratus (2 mg/mL) ‘in
vitro’ e observaram 98% na mortalidade de Bursaphelenchus xylophilus.

E possivel que os 6leos testados no presente trabalho possuam compostos com
distintas atividades bioldgicas sobre os J2 de M. enterolobii. Além disso, € importante
destacar que no presente estudo nenhum J2 recuperou a mobilidade apos ser incubado em
agua, tal como observado por outros autores, indicando que esses 0leos apresentam acao
nematicida e ndo nematostatica (SALGADO et al, 2003; NEVES et al, 2008,
ECHEVERRIGARAY et al., 2010),

Os oOleos essenciais podem interferir na atividade metabolica dos nematoides
promovendo a desorganizacdo ou inibicdo das funcbes vitais desde inicio do
desenvolvimento embrionario, como também na sua movimentacdo, que pode ser em razao
alteracdo da permeabilidade da membrana celular e desestruturacdo do sistema nervoso
(Oka et al., 2000 e Salgado et al., 2003).

Segundo Bakkali et al. (2008), os 6leos essenciais, ao entrarem em contato com a
membrana citoplasmatica, podem promover a ruptura da estrutura de polissacarideos,
lipideos e fosfolipidios, provocando a despolarizacdo da membrana, como as das
mitocéndrias, resultando na liberacdo de ions de calcio e proteinas.

Outros autores, como Bruni et al. (2004), atribuem a acdo nematicida dos dleos
essenciais a presenca de fenois, aldeidos e alcoois que promovem a oxidacdo de
membranas. Pérez et al. (2003) observaram que a medida que as concentracGes dos 0leos
essenciais foram aumentadas, houve maior porcentagem de mortalidade de J2 Meloidogyne

artiellia. Segundo Echeverrigaray et al. (2010), J2 de M. incognita, ap0s entrarem contato
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com monoterpenoides a-pineno, geraniale, citral e citronelal, ndo conseguiram recuperar a
mobilidade quando incubado em &gua novamente, demonstrando o efeito nematicida

desses compostos que também estdo presentes nos 6leos essenciais testados.

Tabela 12- Porcentagem de J2 de M. enterolobii mortos apds 24 horas de exposicdo a

6leos essenciais de nove espécies boténicas. Alegre, ES, 2012.

Especies boténicas % de mortalidade Grupos
Ocimum gratissimum 100 A
Cinnamomum zeylanicum 100 A
Syzygium aromaticum 100 A
Eucalyptus sp. 99.74 A
Cymbopogon winterianus 96.93 B
Eucaliptus grandis 96.86 B
Cymbopogon citratus 96.73 B
Eucalyptus citriodora 93.57 B
Rosmarinos officinalis 79.76 C
Testemunha 00,00 D

Médias seguidas pela mesma letra em coluna ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
Scott knott.

Para a porcentagem de J2 de M. enterolobii eclodidos ndo houve efeito significativo
dos tratamentos na interacdo 6leo x concentracdo, sendo significativos (P<0,05) somente
para os efeitos principais (Tabela 13).

Todos os Oleos foram eficientes na reducdo da eclosdo dos J2 em relagdo a
testemunha. O primeiro grupo dos 6leos mais eficientes foi formado por: O. gratissimum
(0%), S. aromaticum (0%), C. zeylanicum (0%), eucalipto comercial (3,16%) e C.
winterianus (3,9%); segundo grupo: E. grandis (20,86%) e C. citratus (20,23%); terceiro
grupo: E. citriodora (44,7%); quarto grupo: R. officinalis (65,13%) (Tabela 13).

Através de alguns estudos ja ficou demonstrado que a utilizacdo de Oleos
essenciais pode ser eficiente em inibir a eclosdo de juvenis de nematoides. Neves et al.
(2005), por exemplo, concluiram que o 6leo essencial de mostarda (Brassica juncea L.) nas

concentragdes de 1000, 400 e 200 ppm inibiu a eclosdo de J2 de M. javanica.
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1074 Segundo Echeverrigaray et al. (2010), os monoterpenos borneol, carvenol, citral,
1075  gernaniol, menthol, terpinen-4-ol, e a-terpineol inibiram em mais de 90% a eclosdo e a
1076  mobilidade de J2 de M. incognita quando utilizados na concentracdo de 250 mg L™.
1077  Moreira et al. (2009) também observaram reducdo de 100% da eclosdo de J2 de M.
1078 incognita raca 2 tratados com os 0leos de citronela (C. winterianus, alecrim (R. officinalis),

1079  capim santo (C. citratus).
1080
1081  Tabela 13-Porcentagem de J2 de M. enterolobii eclodidos ap6s 21 dias de exposicao a

1082  diferentes dleos essenciais. Alegre, ES, 2012.

Especies botéanicas Médias Grupos
Ocimum gratissimum 0 E
Cinnamomum zeylanicum 0 E
Syzygium aromaticum 0 E
Eucalyptuss sp. 3.16 E
Cymbopogon winterianus 3,9 E
Eucaliptus grandis 20.86 D
Cymbopogon citratus 20.23 D
Eucalyptus citriodora 44.7 C
Rosmarinos officinalis 65.13 B
Testemunha 100 A

1083 Médias seguidas pela mesmaletra em coluna ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
1084  Scott knott.

1085
1086
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5. COSIDERACOES FINAIS

Muitas tentativas de manejo do declinio da goiabeira ndo tém se mostrado eficientes,
como utilizacdo de nematicidas, fungos nemat6fagos (P. lilacinus e P. chlamydosporia),
Pasteuria penetrans, rizobacterias, resisténcia genética, adicdo de materiais organicos ao
solo, entre outras.

Talvez, esse insucesso de manejo se deva ao fato da comunidade cientifica
desconhecer, até aproximadamente dois anos atras, que o declinio da goiabeira ndo é
causado simplesmente pelo parasitismo de M. enterolboii sobre as plantas, mas que se trata
uma doenca complexa na qual o parasitismo desse nematoide predispGe a planta a podriddo
radicular causada pelo fungo Fusarium solani.

Esse novo conhecimento muda o foco do manejo, pois a partir dessa descoberta o alvo
passa a ser ndo apenas o0 nematdide, mas também o fungo. Isso ressalta a importancia de se
estudar de forma preliminar ‘in vitro’ e/ou casa de vegetagdo a eficiéncia de fungos e
bactérias antagonistas aos nematdides, materiais organicos, 0leos essenciais, entre outros,
ndo apenas contra M. enterolobii, mas também contra F. solani, assim como foi feito na
presente pesquisa, para que futuramente esses estudos sejam realizados tambem em nivel

de campo.

6. CONCLUSOES

Os 06leos essenciais de O. gratissimum, C. zeylanicum, S. aromaticum foram os mais
eficientes em todos os parametros avaliados nesse estudo, tanto para F. solani quanto para
M. enterolobii, 0 que indica a existéncia de compostos com acdo fungicida e nematicida
nesses Oleos e indica também o seu potencial para utilizagdo no manejo integrado do
declinio da goiabeira. Vale destacar também que os 6leos de E. grandis, C.
winterianus e C. Citratus, embora menos eficientes que o0s 0leos mencionados
anteriormente, merecem ser estudados em experimentos futuros, pois também
apresentaram resultados satisfatorios tanto para as avaliacdes relacinadas ao fungo quanto

ao nematodide.
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