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RESUMO DA DISSERTACAO

ATIVIDADE INSETICIDA, ANTIFUNGICA E HERBITOXICA DOS OLEOS
ESSENCIAIS DE Eucalyiptus citriodora E Cymbopogon nardus.

Marcio Akio Ootani', Raimundo Wagner de Souza Aguiarz. ' Académico do Curso de

Mestrado da UFT — Gurupi - TO; 2Prof. Orientador,— UFT, Gurupi — TO.

Os resultados da CG-EM (Cromagrafo de Gés e Espectrometro de Massa) mostraram
14 componentes, no oleo de C. nardus obteve citronelal (36,6 %), geraniol (25,56 %) e
citronelol (13,10 %) em E. citriodora, citronelal (61,78 %) e Isopulegol (12,52 %). Foram
determinadas as curvas concentracdo resposta em concentracdes crescente dos 6leos para
predizer CLsp e CLgs (Concentragdo letal) e as curvas do tempo resposta para S. zeamais
mediante bioensaios com periodos crescentes de exposicdo do S. zeamais a concentracdo dos
Oleos essencial e o composto citronelal. Verificou-se que os TLsy TLos (Tempo letal)
reduziram com o aumento da concentragdo dos 6leos. O composto citronelal foi mais téxico
para S. zeamais de que os 6leos essenciais e excessem efeito sobre a repelencia. No entanto,
observa menor efeito sobre a emergéncia dos insetos, com diferencas significativas entre
Oleos E. citriodora e C. nardus. A atividade antifiingica dos 6leos de E. citrodora e C. nardus
e de composto majoritdrio citrolelal para os fungos Aspergillus sp, Pyricularia grisea e C.
musae, tanto em contato direto como por fumigacdo, impediu o desenvolvimento micelial,
com diferencas signigicativa na velocidade do crescimento ICM (Indice do crescimento
micelial) e entre os O6leos essenciais, com alteracoes na coloracdo dos micélios. A
fitotoxicacdo Oleos de E. citrodora e C. nardus e do composto majoritdrio citrolelal para
plantas daninhas o capim-colchdo (Digitaria horizontalis) e capim carrapicho (Cenchrus
echinatus). Nos bioensaios de 10 e 20% dos 6leos essenciais e o composto citronelal, que
apresentaram efeito de fitotoxidade para as planta daninhas. Sendo observado que apés 1
(HAT) Horas apds o tratamento o tecido vegetal apresentava efeito de fitotoxidade o
tratamento que teve melhor resultado foi o 6leo de citronela onde houve morte da planta em
24 (HAT). Concluimos que tanto os 6leos como os constituintes podem ser utilizados como
futuros promissores na criagdo de biomoleculas para o combate das pragas e doengas.

Palavras-chaves: S. zeamais; fungos; fitotoxicidade; 6leo essencial.
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ABSTRACT

INSECTICIDAL ACTIVITY, ANTIFUNGAL AND HERBITOXICA OF Eucaypius
citriodora AND Cymbopogon nardus OIL ESSENTIAL

Marcio Akio Ootani', Raimundo Wagner de Souza Aguiar’. ('Académico do Curso de

Agronomia da UFT — Gurupi - TO; 2Prof. Orientador,— UFT, Gurupi — TO.

CG-MS results showed 14 composites where citronellal (36,6 %) in C. nardus, and
(61,78 %) in E. citriodoros, geraniol (25,56 %) and citronelol (13,10%), and Isopulegol
(11,89 %) were the majority of constituents. The bioativity for S. zeamais by essential oils of
E. citriodora, and C. nardus, and the citronelal composit were utilized in diferent
concentrations to predict CLsp e CLgs e 0 TLsg e TLos. The Oils’ concentration outcome was
determined at repellence, at the number of emerged insects on pulverized grains, and at the
loss of grain mass by pulverization with citronella essential oil. The bioexperiments of three
phitopatogenic fungus, were evaluated in different concentrations by testing to inhibit micelial
growth and by fumigation to predict IC50 (Inhibit concentration of 50%) and ICM (Micelial
growth index). By the oils’ herb-toxicity affect was evaluated the essential oils’ phitoxicity
and of composites in 12 and 24 hour periods (HAT) Hours After Treatment phitoxicity was
evaluated by the dry above ground plant mass and dry plant root mass, and the number shoots
sprouted afterwards. It was observed that bioexperements toxicity against S. zeamais on
stored grains had a higher affect than citronellal had from the oils of eucalyptus and citronella;
however for the repellence, citronellal demonstrated having low persistence as time increases
because of being highly volatile; the mass loss of non treated grains was 2.74%; and for
treated grain there was high significance in stored grain by less mass lost. In fungicidal
bioexperements citronellal inhibited fungus at a lower concentration compared with both oils,
However, among the essential oils, citronella was the treatment with higher inhibition affect,
perhaps there was synergism among the minor composites. In herbicide bioexperiments, all
testing of 10 and 20% concentration of essential oils as well as citronellal composite had the
phitoxicity affect of totally killing the plant; after (HAT) the vegetal tissue showed phitoxicity
affects;. The treatment with the best results was citronella oil, where there was a dead plant
within 24 hours (HAT). It is concluded that both the oils and composites can be utilized as
future protection in creating biomolecules to control pests and diseases.

Keywords: S. zeamais; fungus; fitotoxicidade; 6leo essencial
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo indiscriminada de pesticidas e fungicidas sinteticos tem elevado
contaminacdo do o meio ambiente e a resisténcia de insetos-praga, fungos fitopatogé€nicos e
plantas daninhas. Os produtos naturais vém sendo uma alternativa para o controle de doencas,
insetos-pragas (SINGH et al., 2003; PAWAR AND THAKER, 2006; ABAD et al., 2007;
BATISH et al., 2004, 2007).Vérios dleos essenciais ttm demonstrado efeito sobre fungos
fitopatogénicos como Coletrotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum e Rhizoctonia
solani (TAKATSUKA et al., 2003; BALBI-PENA et al., 2006; PEREIRA et al., 2006), e
bioatividade para insetos praga como insetos de graos armazenados (Callosobruchus
maculatus e Sitophilus zeamais), acaros (Tetranychus urticae), aphideos (Hyadaphis
foeniculi) (SOPP et al. 1990; PILMOOR et al. 1993; BASEDOW, 2002; CASTIGLIONI et
al., 2002) e atividade como bioherbicidas Achyranthes aspera, Cassia occidentalis,
Parthenium hysterophorus, Echinochloa crus-galli, e Ageratum conyzoides. (ENS et al.,
2009).

Compostos de origem natural com propriedades inseticidas vém sendo alvos para o
desenvolvimento de novos produtos (SUDARAM et al., 1995; OLIVEIRA et al., 1999).
Dentre os compostos naturais bioinsetisidas podemos citar piretroides, extraido do crisantemo
(Chrysanthemum cinerariafolium) (Trev.), a nicotina proveniente de Nicotiana tabacum L., a
rotenona, extraida de Derris sp., Lonchocarpus sp. e a azadiractina, isolada de Azadirachta
indica A. Juss (ROEL, 2001). Entre outros tipos de compostos destacam-se 0s Sesquiterpenos
e monoterpenos com bioatividade para insetos praga, efeito fugistatico e atividade fitotoxica
em plantas daninhas.

Estudos demonstram bioatividade de o6leos essenciais de Eucalyiptus citriodora e
Cymbopogon nardus para insetos de graos armazenados (SHASANY et al., 2000), a inibicao
de fungos fitopatogénicos (VILELA et al., 2009) e atividade bioherbicidas (EL-ROKIEK &
EID, 2009). Contudo, Clay et al. (2005), verificou que ha diferenca na bioatividade dos dleos
essenciais para o efeito fugistatico esta funcdo do estddio de desenvolvimento da planta,
localidade e aspectos fitotecnicos e genético. Dessa forma, a toxicidade do 6leo pode
apresentar diferenca significativa em funcdo da localidade de plantio, influenciando na
variacdo da composi¢do dos Oleos essenciais (EL-ROKIEK & EID, 2009), que pode esta
associada diretamente a perda da capacidade fotossintética da planta (BATISH et al., 2004).

A atividades toxicas dos 6leos essenciais de C. nardus e E. citriodora estao associadas

aos compostos majoritarios como citronelal, citronelol e geraniol entre outros constituintes,
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denominados de um modo geral como monoterpenos (SHASANY et al., 2000). Esses
compostos t€m sido utilizados contra insetos, como agente pesticida, antibacteriana, anti-
séptico e fungicida (RAJA et al., 2001; BROOKER e KLEINIG, 2006). A concentra¢io dos
compostos majoritarios € determinante na toxicidade apresentada pelos 6leos essenciais de E.
citriodora e C. nardus. Entre os constituintes dos o6leos essenciais de C. nardus e E.
citriodora destaca o citronelal com atividade inibitéria verificada para Aspergillus sp,
Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides (SU et al., 2006; SALGADO et al.,
2003) sendo a sua concentragdo é dependente dos fatores abidticos, bidticos e genéticos da
planta (PANIZZI e PARA, 1991; SIMOES e SPTIZER, 2004).

Considerando a importancia da praga na agricultura e os problemas ocasionados pelos
produtos quimicos, os produtos naturais vém tornando uma alternativa de controle contra
esses organismos. Dessa maneira, este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade inseticida,
antifingica e herbitéxica dos Oleos essenciais de Eucalyiptus citriodora e Cymbopogon

nardus.
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2. REVISAO LITERATURA

Na literatura tem sido relatado intimeras de plantas com propriedade inseticida, anti-
nutricional e de repeléncia para insetos de produtos armazenados (SUBRAMANYAM e
HAGSTRUM, 2000; TAPONDJOU et al., 2005; JAYASEKARA et al., 2005). Os 6leos
essenciais sdo considerados fontes naturais para o desenvolvimento de novos produtos. No
entanto, grande parte da flora brasileira ainda ndo foi estudada, sendo uma alternativa
promissora para descoberta de novos compostos quimicos, a partir dessas plantas uma
alternativa de controlar o desenvolvimento de fitopatégenos (STANGARLIN et al., 1999). A
denominagdo “6leos essenciais” define um grupo de substincias naturais de varidvel poder
aromatizante, de composi¢do mais ou menos complexa que faz parte do organismo de
diversas espécies vegetais e de algumas espécies animais, das quais pode ser extraido segundo
processamento especifico (ZAMBONI, 1983). De modo geral, sdo misturas de substincias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Devido ao aroma agraddvel e intenso da
maioria dos o6leos voléteis, também sao designados como Oleos essenciais (BAUER &
GARBE, 1985; SIMOES, 1999).

A exploracdo de dleos essenciais comecou no Oriente antes de Cristo, tendo bases de
producio na Pérsia, India, Egito e em outros paises da regido. No decorrer do tempo surgiram
destilarias de 6leos essenciais pelo mundo afora, mas somente com o advento da quimica fina
a atividade tomou impulso, permitindo a manipulagdo de produtos com vdrias aplicacdes
cientificas (CHAVES, 1994). Neste caso, os 6leos que contém uma porcentagem alta de um
unico composto, sd@o usados para o isolamento e purificagdo do composto majoritario. A
presenca dos componentes na esséncia, em maiores ou menores quantidades, afeta
diretamente sua qualidade, ditando as possibilidades do aproveitamento industrial e, por
conseqiiéncia, o valor comercial do 6leo bruto (ZAMBONI, 1983 e CRAVEIRO &
QUEIROZ, 1993).

Os oOleos essenciais sdo constituidos principalmente por fenilpropandides e
terpendides, sendo que estes ultimos preponderam. Estas classes de substancias sao
freqiientemente alvos de interesse de pesquisadores que véem neles uma fonte promissora de
principios ativos diretos ou precursores na sintese de outros compostos de maior importancia
e valor agregado, como por exemplo, o safrol, eugenol, citral, citronelal, dentre outros.
Embora a maior utilizacdo ocorra nas dreas de alimentos como condimentos e aromatizantes
em alimentos e bebidas, cosméticos na composi¢do de perfumes e produtos de higiene e

farmacéutica como fonte de matéria prima, também sdo empregados “in natura” em
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preparagdes galénicas simples na medicina alternativa, como a aromaterapia, por exemplo, e
até mesmo para aromatizacdo de ambientes (CRAVEIRO & QUEIROZ, 1993; BERMUDEZ,
1995; SIMOES, 1999).

A exploracdo da bioatividade antimicrobiana e/ou elicitatoras de defesa utilizando os
compostos secunddrios presentes no extrato bruto ou 6leos essenciais de plantas medicinais,
constitui-se em mais uma forma potencial para controle de fungos e bacterias fitopatogénicas
(SCHWAN-ESTRADA & STANGARLIN, 2005). Os dleos essenciais, obtido a partir de
plantas medicinais conhecidas, tém indicado o potencial das mesmas no controle de
fitopatogenos, tanto por sua agdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a
germinagdo de esporos, quanto pela inducdo de fitoalexinas, indicando a presenca de

compostos com caracteristica de elicitores.

2.1 Citronela

O capim citronela Cymbopogon nardus (L.) tem origem no Ceildo e na India, é
utilizada na Indonésia, como chd calmante. O genero Cymbopogon pertence a familia
Poaceae, subfamilia Panicoideae, constituido de oitenta e cinco espécies (CRAVEIRO et al.,
1981). Erva perene, cespitosa, de 0,80 -1,20 m de altura (Figura 1). Os colmos sdo eretos,
lisos, semilenhosos, macicos, coloracdo verde-clara, colmos longos sobre um rizoma curto
amarelo-escuro, com inimeras raizes fibrosas e longas. (CASTRO e RAMOS, 2003) O capim
citronela (C. nardus) possui na sua composicdo 6leo essencial com alto teor de geraniol e
citronelal. Esse 6leo possui atividade anti-septica, fungistatica e antibactéricida (MANN,
1995). E muito utilizada na industria para producdo de repelentes e em hortas de plantas
medicinais, também seu 6leo essencial € muito empregado como aromatizante e material de
partida para sintese de vitamina A (LORENZI e MATOS, 2002).

O 6leo essencial do capim citronela € utilizado na fabricacdo de perfumes e
cosméticos, sendo um 6timo repelente de insetos, com ag¢do inseticida, fungicida e bactericida
(TRONGTOKIT et al., 2005; WONG et al., 2005). Segundo Martins et al. (2006), varios
fatores podem influenciar na produgao dos 6leos essenciais, tais como: genéticos, ambientais
(temperatura, luz, dgua, solo, altitude, latitude, etc.) e fitotécnicos (€poca e forma de colheita,
espacamento, transporte, secagem, armazenamento, etc.). Fatores ambientais, como a
fertilidade do solo influencia diretamente na producdo de metabolitos secundarios da planta
de citronela (CASTRO et al., 2004). A luz é outro fator ambiental que pode influenciar na

producdo de metabolitos secundarios, como a intensidade da radiag@o solar pode ser mais bem
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entendida, considerando-se que as reagdes biossinteticas dependem de suprimento de
esqueletos carbonicos, realizados por meio do processo fotossintético, e de compostos
energéticos (ATP, NADPH e acetil-SCoA), que participam da regulacdo dessas reacdes
(BUCHANAN et al., 2000;TAIZ e ZAIGER, 2004).

Figura 1. Capim citronela (Cybopogon nardus)

2.2 Eucalipto

A palavra eucalipto deriva do grego eu (bem) e kalypto (cobrir) em alusdo ao opérculo
que cobre as sementes até que estejam totalmente desenvolvidas (GUENTHER, 1977).
Eucalyptus é um importante género pertencente a familia Myrtaceae, composto por
aproximadamente 600 a 700 espécies, sendo a maioria nativa do continente australiano e de
algumas ilhas ao norte, tendo sido introduzidas espécies em mais de 90 paises desde 1850.
Devido ao grande nimero de espécies, este género foi dividido em subgéneros, sendo os
principais: Corymbia (30 espécies); Monocalyptus (80 espécies) e Symphomyrtus (250
espécies) (AMEN-CHEN et al., 1997; FABROWSKI, 2002; MONTAGU et al., 2003).

O género Eucalyptus foi introduzido no Brasil em 1865, inicialmente com a espécie
Eucalyptus globulus Labillardiere, da qual se utilizam as folhas pecioladas e lanceoladas para
extracdo de 6leo essencial (GUENTHER, 1977; COSTA, 1986). O Eucalyptus citriodora
(Hook) € origindrio da Austrdlia, destaca tanto por seu valor econdmico como do ponto de
vista de suas virtudes medicinais. Este gé€nero apresenta as seguintes propriedades

terapéuticas: antifingica, antisséptica, adstringente, antiinflamatéria, antibacteriana,
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cicatrizante e desinfetante (ESTANISLAU et al., 2001). Alem desses efeitos verifica que E.
citriodora pode ser usado como forma alternativa para controle de fitopatogenos como
antracnose em pepino, (Colletotrichum lagenarium) na concentracdes de 20 % o extrato ndo
autoclavado e 1 % do extrato aquoso autoclavado, Para o extrato nio autoclavado houve 75 %
de inibi¢do da germinacao de esporos em 25 % do extrato aquoso e inibi¢ao total da formagao

de apressorios em 15 % do extrato alcodlico (BONALDO et al.,2004).

Figura 2. Eucalipto citriodora Eucalyptus citriodora

2.3 Metabolitos secundarios

Todo o metabolismo vegetal estd condicionado aos processos fotossintéticos. Destes,
resultam as substancias do metabolismo primdrio, as quais irdo originar os metabdlitos
secunddrios (Figura 3). As reacdes fotossintéticas podem ser agrupadas em duas categorias:
reacOes de claro ou fase luminosa (fotdlise da dgua ou Reagdo de Hill, atualmente chamada de
reacoes de tilacdide) na qual a energia solar serd absorvida por moléculas de clorofila e
transferida destas para moléculas armazenadoras de energia (adenosina trifosfato - ATP e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato - NADPH); e reacdes de escuro ou fase
bioquimica (Reacdo de Calvin, atualmente chamada de reacdes de estroma), nas quais as
moléculas de ATP e NADPH servirdo, respectivamente, como fonte de energia e forga
redutora no processo de fixacdo do diéxido de carbono (CO;), o qual serd convertido

principalmente em glicose (VICKERY e VICKERY, 1981; SANTOS, 2004).
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A maioria dos metabdlitos secundarios é formada no metabolismo da glicose. A
glicose € convertida em moléculas de 4cido pirdvico, que podem seguir duas vias diferentes.
Na primeira, moléculas de piruvato entram na via do dcido chiquimico para formar todos os
metabolitos secunddrios aromdticos (alcaldides indolicos, quinolinicos, isoquinolinicos;
ligninas e lignanas; cumarinas e taninos hidrossoliveis). Na segunda, o piruvato continua
sendo oxidado até a formagdo de moléculas de acetil-coenzima A (acetil-coA). Essas podem
seguir trés vias diferentes: via do ciclo do &cido citrico, via do mevalonato e via da
condensacdo do acetato, formando os chamados derivados do acetato. Na via do ciclo do
acido citrico, serdo formados os alcaldides pirrolidinicos, tropanicos, pirrolizidinicos,
piperidinicos e quinolizidinicos. A via do mevalonato origina os terpendides e os esterdis. A
combinacdo de uma unidade do 4cido chiquimico, e uma ou mais unidades do acetato ou
derivados deste, poderd resultar na producdo de antraquinonas, flavondides e dos taninos
condensados (SANTOS, 2001; OLIVEIRA, 2003).

Metabolitos secunddrios de plantas formam um grupo de diversas moléculas que
estdo envolvidas na adaptacdo das plantas formam seu ambiente, mas nao fazem parte dos
caminhos bioquimicos primérios do crescimento e da reproducdo celular. Em geral, em
plantas; compostos secunddrios, fitoquimicos, fatores antinutricionais e xenobidticos sao
termos utilizados na literatura para se referir a esses grupos de compostos. Dentre os
compostos tem se relatado mais de 24.000 estruturas, incluindo muitos compostos que tém
efeitos antinutricionais e téxicos para mamiferos. Este nimero ndo inclui os compostos
polifendlicos oligoméricas (proantocianidinas e taninos hidrolisdveis), Algumas plantas
superiores 0os metabolitos secundérios incluem inibidores da protease, lecitinas, alcaldides,
aminodcidos ndo proteinas, glicosideos, cianogénicos, saponinas, € taninos. Estes compostos
estdo envolvidos na defesa contra herbivoros e patdgenos, regulacdo da simbiose, controle da
germinacdo de sementes, inibicdo de espécies de plantas (alelopatia), portanto, sdo parte
integrante das interagdes de espécies em comunidades vegetais e animais e a adaptacdo das
plantas ao seu ambiente (MAKKAR et al., 2007).

Dentre esses compostos, estdo em sua maior parte por terpendides e fenilpropandides,
sendo os primeiros mais freqiientes (SIMOES & SPITZER, 2004). Os fenilpropanéides sio
formados por um esqueleto carbonico com um anel aromatico ligado a uma cadeia de trés
carbonos (CROTEAU et al., 2000, HEINRICH et al., 2004), enquanto que os terpendides sdao
formados por unidades de isopreno de cinco carbonos (Figura 2) (CROTEAU et al., 2000).

21



GLICOSE — Polissacarideos

— Heterosideos

Acido chiquimico Acetil-Coa

~~

triptofano Ac

do Acidos

Fenilalanina gélico Clclt_) do\ Via Mevalonato graxos
Tirosina A_m_do
B citrico
Alcaloides ) Antraquinonas
taninos Flavondides
Taninos condensados Isoprénoides
| ] | Lisina
.. Acido cindmico Ornitina
Protoalcaléides
Alcaloides | Terpenos e
Fenilpropandides . Esteroides
Alcaldides

Figura 3. Via metabdlica secundaria énfase para terpenoides e fenilpropandides (SANTOS,
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Figura 4. Via da biossintese de fenilproanoides (SIMOES & SPITZER, 2004).
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Os fenilpropandides originam-se a partir da via do 4cido chiquimico, em que este
origina o aminodcido aromadtico fenilalanina, que pela acdo da enzima fenilalanina
amonialiase (PAL) origina o 4cido cinamico, que por meio de reducdes enzimaticas da origem
aos alilbenzenos e propenilbenzenos, esqueletos carbdnicos dos fenilpropandides (Figura 3)
(SIMOES & SPITZER, 2004). Sdo exemplos desta classe de compostos: o eugenol, obtido do
Oleo volatil dos botdes florais de Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry, popularmente
conhecido como cravo (SRIVASTAVA et al., 2004), o trans-anetol e o estragol, presentes no
6leo de Foeniculum vulgare Mill., popularmente conhecido como funcho (POLITEO et al.,
2006), o metil-eugenol, presente no 6leo de Melaleuca bracteata F. Muell., e a miristicina,
presente no 6leo dos frutos de Myristica fragrans Houtt. (ADAMS, 2007). Também sdo
comumente encontrados nas familias Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae e Rutaceae

(BAKKALI et al., 2008).
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Figura 5. Via da biossintese dos terpenoides (VERPOOTE, 2000)

Os terpendides sao formados a partir de duas vias de biossintese: a via do mevalonato,

responsavel pela formacao dos sesquiterpenos (C X 5) e triterpenos (C3 0), que ocorre no citosol e

cujos precursores sao piruvato e acetil-coenzima A; e a via alternativa, conhecida como via do

metileritritol fosfato (MEP), que origina os monoterpenos (C X 0), diterpenos (C 20) e
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tetraterpenos (C . 0) e ocorre nos plastideos e cujos precursores sdo piruvato e gliceraldeido-3-

fosfato (AHARONI et al., 2006; CROTEAU et al., 2000; VERPOORTE, 2000).

Em ambas as vias, hd a formacg@o do precursor difosfato de isopentenila (IPP), com 5
carbonos, que deve ser convertido em seu isomero difosfato de dimetilalila (DMAPP), através
da enzima IPP isomerase, para iniciar a formacdo dos terpenos. Para a formacdo dos

monoterpenos (C1 0), uma unidade de IPP é adicionada a uma de DMAPP, por meio de uma

preniltransferase, formando o seu precursor difosfato de geranila (GPP), com dez carbonos. A
adicao de uma unidade de IPP ao GPP, através de uma preniltransferase, forma o difosfato de

farnesila (FPP), com 15 carbonos, a partir do qual se formam os sesquiterpenos (C | 5). A

adicao de uma unidade de IPP ao FPP, por sua vez, forma o difosfato de geranilgeranila

(GGPP), com 20 carbonos, que dd origem aos diterpenos (Czo)' Os demais terpenos sao

formados da mesma forma, por adicdo de uma unidade de IPP aos seus respectivos
precursores, de acordo com a Figura 4. (VERPOORTE, 2000).

Os diversos terpenos apresentam funcdes variadas nos vegetais. Os monoterpenos e
sesquiterpenos sdo constituintes dos 6leos voldteis, sendo que os primeiros atuam na atracao
de polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral, apresentam fungdes protetoras contra fungos e
bactérias, enquanto muitos diterpendides dao origem aos hormonios de crescimento vegetal.
Os triterpendides e seus derivados, os esterdides, apresentam func¢do protetora contra
herbivoros; alguns sdo antimitéticos e outros atuam na germinacdo das sementes € na inibi¢ao

do crescimento da raiz (VICKERY e VICKERY, 1981; CASTRO et al., 2007).
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Figura 6. Estruturas de alguns terpenos e fenilpropandides comumente encontrados em 6leos

essenciais de E. citrodora e C. nardus.
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2.4 Efeitos de compostos secundarios

Atualmente, estima-se que de 3.000 O6leos volateis conhecidos, 300 sdo
comercialmente importantes na industria farmacéutica, agrondmica, alimenticia, sanitdria,
cosmética e de perfumaria (BRISKIN, 2000), sendo que a sua aplicacdo na aromaterapia
corresponde a menos de 2% do mercado total de dleos volateis (BURT, 2004). O Cerrado € o
mais antigo dos ambientes terrestres, com cerca de 35 milhdes de anos, por isso ja atingiu o

seu climax evolutivo e encontra-se em declinio, dessa forma ndo tem mais o mesmo potencial

de recuperacdo de uma floresta. Originalmente, ocupava mais de 2 milhdes de kmz,
correspondente a aproximadamente 25% do territério brasileiro.(FELIPPE & SOUZA, 2006)

A diversidade de substancias ativas em plantas medicinais tem motivado estudos na
area farmacéutica, bem como o desenvolvimento de pesquisas envolvendo extratos e 6leos
essenciais, tendo em vista o controle de doencas em plantas, com resultados promissores.
Existem relatos da atividade direta de extratos e Oleos essenciais de plantas sobre
fitopatégenos como insetos, fungos, bactérias, e efeito alelopaticos (WILSON et al., 1997;
FIORI et al., 2000; MOTOYAMA et al., 2003; KAGALE et al., 2004; BALDO, 2005), ou
indireta, ativando mecanismos de defesa das plantas aos patégenos (FRANZENER et al.,
2003; MOREIRA, 2003; SCHWAN-ESTRADA e STANGARLIN, 2005).

Embora a maioria dos estudos tenha sido realizada com extratos ou 6leos essenciais,
outros métodos de extracdo ou produtos podem ser utilizados, como o hidrolato, sendo este o
liquido resultante do processo de extracdo de Oleo essencial por arraste a vapor, o qual
apresenta geralmente compostos volateis hidrossoliveis (LAVABRE, 1993) e possui grande
quantidade de principios ativos como 4cidos, aldeidos e aminas. Também, hidrolatos obtidos
de plantas aromaticas geralmente contéem de 0,05 a 0,20 g de dleo essencial por litro.
Atualmente, os hidrolatos t€m sido utilizados para preparagdao de xaropes e em cosmetologia
(TESKE; TRENTINI, 1997).

Sdo escassas as informacdes do seu emprego no controle de doengas em plantas. Um
dos poucos trabalhos nesse sentido relata a inibicdo no desenvolvimento dos fungos
fitopatogénicos Botrytis alli e Sclerotium cepivorum por hidrolatos de alho (Allium sativum) e
cebola (Allium cepivorum) (LOZANO et al., 2000). Os 6leos volateis sao misturas complexas
de substancias organicas volateis, lipofilicas, odoriferas e liquidas, obtidas por arraste a vapor
d’4gua ou expressdao a frio do pericarpo de frutos citricos. Possui sabor geralmente acre e

picante, indice de refracdo a 20°C e de 1,4500 - 1,4670 e sdo instdveis e sujeitos a degradagio
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na presenca de luz, calor, oxigénio atmosférico e umidade (TISSERAND & BALACS, 1995;
SIMOES & SPITZER, 2004). Por isso, recomenda-se que a anélise da sua composicdo seja
realizada imediatamente apds a extragao e que estes 6leos sejam armazenados em congelador
e ao abrigo da luz.

Os o6leos volateis sdao raramente encontrados em gimnospermas, com excecdo das
coniferas (SIMOES & SPITZER, 2004), como em Pinus densiflora e P. koraiensis (HONG et
al., 2004). Nas angiospermas, ocorrem em menor freqii€éncia em monocotiledoneas, podendo
citar as familias Poaceae e Zingiberaceae (SIMOES & SPITZER, 2004), como em
Cymbopogon winterianus, popularmente conhecida como citronela (DUARTE et al., 2007), e
Zingiber officinale, o gengibre (SCHNITZLER et al., 2007), respectivamente. Dessa forma,
os 6leos voléteis sdo mais abundantes nas angiospermas dicotiledoneas, como nas familias
Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Piperaceae e Rutaceae (SIM()ES &
SPITZER, 2004).

Os o6leos volateis podem ser sintetizados em todos os 6rgaos das plantas, como folhas
(eucalipto), ramos (alecrim), raizes (vetiver), rizomas (gengibre), flores (rosa), frutos (anis-
estrelado), sementes (noz-moscada), madeira (pau-rosa) e casca do caule (canela), e s@o
armazenados em estruturas especializadas como células parenquimaticas diferenciadas
(Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae e Rutaceae),
canais oleiferos (Apiaceae), cé€lulas epidérmicas e tricomas glandulares (Lamiaceae)

(SIMOES & SPITZER, 2004; BAKKALI et al., 2008).

2.5 Métodos extracao de dleos essenciais

2.5.1 Arraste de vapor - empregando-se o aparelho de Clevenger, o dleo € arrastado pelo
vapor d’agua por ter tensdo de vapor mais elevada, formando uma camada de dleo de
densidade menor sobre o hidrolato que circula pelo sistema, sendo entdo separado deste. E o
método preconizado pela Farmacopéia Brasileira para extracdo de 6leos volateis (SIMOES &
SPITZER, 2004). No entanto, as altas temperaturas e a propria 4gua podem causar degradacao

ou modificagdes quimicas dos constituintes dos dleos voléteis (PELLATI et al., 2005).
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Figura 7. Aparelho de hidrodestilacao tipo clevenge (arraste de vapor).

2.5.2 Extracao com solventes organicos apolares - geralmente sdo usados diclorometano,
éter ou éter de petréleo, no entanto esses solventes extraem compostos lipofilicos ndo voliteis,

obtendo-se assim um 6leo impuro, sem valor comercial (SIMOES & SPITZER, 2004).

2.5.3 Enfloracao - ¢ o método utilizado para obtencdo de 6leo volitil de uso na perfumaria,
obtido geralmente a partir de pétalas de flores que sdo depositadas sobre uma camada de
gordura que depois de saturada € tratada com dlcool, posteriormente destilado a baixas
temperaturas, resultando em um 6leo volitil puro e de alto valor comercial (SIMOES &

SPITZER, 2004).
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2.5.4 Fatores que afetam a extracdo - entre os fatores que afetam a producdo natural dos

Oleos voldteis e a sua composicao nas plantas temos:

Localizacao geografica - As diferentes caracteristicas geograficas e edafoclimaticas
interferem diretamente sobre o modo como as plantas adaptam-se e desenvolvem-se,
influenciando assim na producdo dos metabdlitos secunddrios produzidos de acordo com a
sua necessidade (HARTMANN, 2007), como observado por Schwob et al. (2004).
Sazonalidade - A variacdo climdtica prépria das estagdes do ano pode influenciar na
composi¢cdo quimica dos O6leos voléteis, como em Ocimum basilicum cujo teor de
monoterpenos oxigenados € maior no inverno e de sesquiterpenos hidrocarbonetos € maior no
verdo (HUSSAIN et al., 2008).

Fase fenolégica - A composi¢do quimica dos 6leos volateis pode variar de acordo com a
idade da planta e a fase fenoldgica em que se encontram, como observado em Guarea
macrophylla, que produz niveis mais altos de sesquiterpenos hidrocarbonetos, considerados
mais volateis, nos meses correspondentes as fases de flora¢do e frutificacdo, possivelmente
para favorecer sua polinizacdo e dispersdao (LAGO et al., 2007)

Biotipo - A composicido quimica dos 6leos volateis de plantas arométicas da mesma espécie
que apresentam biotipos com e sem tricomas glandulares pode variar significativamente,
como em Artemisia annua em que os monoterpenos ocorrem predominantemente no biotipo
glandular (TELLEZ et al., 1999).

Quimiotipo - A evolugdo das plantas em resposta as condi¢des ambientais sob as quais
viveram ao longo do tempo resultou em grande variabilidade genética, que promove
diferencas quimicas intraespecificas nos O6leos volateis de plantas da mesma espécie,
morfologicamente idénticas e até mesmo cultivadas nas mesmas condi¢cdes ambientais
(LAHLOU, 2004).

Condicoes de cultivo - A disponibilidade limitada de dgua pode restringir a biossintese de
terpendides, como por exemplo, a seca severa reduz a emissdo de compostos organicos
volateis (OWEN & PENUELAS, 2005)

Interacao com o meio ambiente - A taxa de emissdao de monoterpenos pode aumentar sob
injuria e herbivoria (OWEN & PENUELAS, 2005)

Defesa contra microrganismos fitopatogénicos - Plantas arométicas podem responder a
invasdo de fitopatégenos produzindo fitoalexinas de carater lipofilico, que podem atuar em
nivel molecular tendo como alvo principal a membrana celular desses microrganismos

(INOUE et al., 2004)
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Atracao de polinizadores e dispersores de sementes - Por serem sésseis, as plantas produz
compostos voldteis que atraem agentes polinizadores e dispersores, fato evidenciado por
estudos que comprovam que terpenos sido reconhecidos pelo aparelho olfativo dos insetos
como em Manduca sexta, que apresenta células receptoras que respondem fortemente a certos
monoterpenos € sesquiterpenos oxigenados como o geraniol, (E)-nerolidol e farnesol

(GERSHENZON & DUDAREVA, 2007).

2.6 Utilizacoes agronomicas de 6leos essenciais

Diferentes estudos reletam que os 6leos essenciais possuem efeito inseticida, fungiestatico e
herbitoxica e em diversas pragas, incluindo as de grdos armazenados, com efeito na
mortalidade, repeléncia, deterréncia na alimentacdo e oviposi¢ao e reducdo no crescimento
(PROCOPIO & VENDRAMIM, 2003; AKOB & EWETE, 2007, KABEH & JALINGO,
2007). O dleo essencial de cravo da india (Eugenia caryophyllus T.) tem como principal
constituinte o eugenol. O aldeido cindmico e o eugenol (Figura 14), quando isolados das
folhas de Cinnamomum osmophloeum, mostraram repeléncia contra cupins (Coptotermes
formosanus). Trabalhos de Simas et al. (2004) demonstraram que plantas ricas em
fenilpropandides, como o eugenol, o aldeido cindmico e o safrol, contribuem para o controle
de larvas do mosquito da dengue Aedes aegypti (L.).

Outro relato de atividade inseticida de dois monoterpenos halogenados (mertenseno e
violaceno) isolados da alga vermelha Plocamium cartilagineum que sao toxicas para a traca
do tomate Tuta absoluta e para pulgdo-verde Schizaphis graminum, Argandofia et al. (2000)
observaram que houve uma grande toxicidade do violaceno para os pulgdes, causando 92 %
de mortalidade em 48 horas nas concentragdes de 100 e 250 ppm. Alem disso, 6leo de
Momordica charantia tem acdo anti-helmintica, e apdia seu uso contra problemas
gastrintestinais, os estudos sugerem que os glicosideos triterpernos, bem como mormodicinas

I e II sejam os principais agentes nematicidas (BELOIN et al., 2005).

2.6.1 Controle de insetos pragas de graos armazenados

Mais de 600 espécies de coledpteros e 70 de lepdopteros entre os insetos, 355 espécies
de acaros e 150 espécies de fungos tém sido relatados os efeitos dos Oleos essenciais sobre
esses microorganismos associados a varios produtos armazenados (RAJENDRAN, 2002). As
pragas de grdos armazenados possuem caracteristicas biolégicas que sdo adaptdveis a

sobrevivéncia em condi¢des de manipulacdo dos alimentos em condicoes de armazenamento.
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Estas caracteristicas incluem: (1) vasta gama de tolerancia a diferentes condi¢cdes ambientais,
como temperatura e umidade relativa do ar, (2) maior gama de hébitos alimentares do que a
maioria dos outros insetos; (3) atividade mais ou menos continuo de reproduc¢do abrangendo
periodos de até trés anos; (4) capacidade de sobreviver por longos periodos sem comida, e (5)
capacidade para construir grandes populacdes (COX e COLLINS, 2002; REES, 2004). Nesta
fase, o prejuizo torna significativo na qualidade e quantidade do produto armazenado
(STOLL, 2000; REES, 2004).

O uso de extrato de plantas para repelir insetos pragas de graos armazenados tem sido
objeto de muita pesquisa. Fontes importantes de repelentes sdo os 6leos essenciais extraidos
de espécies de plantas aromaticas vulgarmente utilizadas na aromatizacdao de alimentos e de
perfumaria (COPPEN, 1995; ISMAN, 2000, 2006). Essas substancias causam no inseto a nao
preferéncia dos produtos armazenados (DETHIER et al., 1960). Atualmente, repelentes sob a
forma de Oleos essenciais, em po ou de destilados tém o potencial na exclusdo de pragas de
produtos armazenados em grdo, e tém sido usadas para impedir a alimentacdo do inseto e
oviposi¢ao.

Entre os extratos vegetais e Oleos essenciais que possui destaque na protecdo das
culturas, destaca-se os que possuem monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos € outros
compostos que mostram dissuasdo ovicida, larvicida, repelente, antialimentar e efeitos toxicos
em uma grande variedade de insetos (ISMAN, 2000; BOEKE et al. 2004; LIU et al., 2006;
2006; MAO e HENDERSON, 2010). Em alguns paises da asia, as sementes, raizes e folhas de
gengibre, Zingiber officinale Roscoe (Zingiberaceae), (ABUBAKAR et al., 2007), Oeste
Africano pimenta preta, Piper Thonn (guineense € Schum) familia: Piperaceae (OYEDEII et
al., 2005) e pimenta do jacaré, Melegueta Aframomum (K. Schum) familia: Zingiberaceae)
(AJAIYEOBA e EKUNDAYO, 1999) sao utilizados para repelir insetos (VERSPOHL et al.,
2006; ABUBAKAR et al., 2007; ABO et al., 2008).

Oleos vegetais essenciais tém sido sugeridos como fonte alternativa de material no
controle de insetos de grdos armazenados, porque eles constituem rica fonte de substincias
bioativas e sdo comumente usados como fragrancias e agentes aromaticos para alimentos e

bebidas (ISMAN, 1999).
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2.6.2 Antividade Fingitoxica

O controle quimico de fitopatdégenos utilizado intensivamente nas ultimas décadas
vem criando inimeros problemas, tais como: resisténcia microbiana adquirida, contamina¢do
ambiental (dgua, solo, produtor e consumidor) e elevacao dos custos de producdo. A procura
por alternativas eficientes de controle, sem implicacdes adversas aliada ao crescimento da
demanda de consumo por produtos alimentares seguros, vem se intensificando nos ultimos
anos, requerendo mais estudos sobre os Oleos e extratos de plantas (NASCIMENTO et al.,
2007). Os Oleos essenciais vegetais sdo compostos basicamente por: terpenos e
fenilpropanéides, os quais apresentam propriedades antifiingicas e microbianas comprovadas
(ALMEIDA et al., 2006; ARRUDA et al., 2006; NUNES et al 2006).

A busca de substancias de origem vegetal sob a forma de extratos ou 6leos essenciais
que desempenhem ac¢do antimicrobiana tem tido uma busca cada vez maior, principalmente
em funcdo do aumento da resisténcia dos microrganismos aos medicamentos utilizados como
rotina na pratica médica conhecida. Atribui-se esta acdo antimicrobiana aos vegetais em
funcdo destes serem ricos em taninos, flavandides e polifendis (REIS, 2006). Testes de
sensibilidade “in vitro”, para fungos, nao tém sido empregados corriqueiramente, eles sao de
grande valia na avaliacdo da resisténcia destes microrganismos, sendo uteis no controle da
terapéutica antimicdtica e para pesquisa de novas substincias alternativas no tratamento,
como por exemplo, a utilizacdo de extratos vegetais (OLIVEIRA et al., 2006). O extrato de
Eucalyptus citriodora apresentou uma inibi¢do, in vitro, no crescimento de Botrytis cinerea
(ZENI et al., 2004). Segundo DUARTE et al. (2004), o extrato alcéolico de Eucalyptus
globulus mostrou-se eficiente “in vitro” contra este patdgeno. Bastos e Albuquerque (2004)
relataram a eficiéncia do O6leo de Piper aduncum no controle em pds-colheita de

Colletotrichum musae na banana.

2.6.3 Atividade Herbitoxica

Dano potencial a saide humana e ao meio ambiente por herbicidas € considerado
como problema. Isso resultou em aumento do interesse em estratégias alternativas no
desenvolvimento de compostos biodegraddveis (WYSE, 1994; BUHLER, 1996; JORDAN,
1996). Inibicdo do crescimento de plantas por outras plantas vizinha tem sido conhecida ha
muito tempo. A intera¢do quimica entre as plantas, o que pode causar aumento ou inibicao do
crescimento, tem sido chamado de alelopatia (RICE, 1984). A maioria dos inibidores de

germinacdo e crescimento € produzida por plantas perenes angiospermas identificadas por
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Rice (1984) sdo compostos fendlicos ou derivados de acido cinamico. Outros autores também
encontraram cumarinas, flavondides, alcaldides, cianoglicosideos, proteinas e aminodcidos
entre outros compostos inibitérios (FRIEDMAN e WALKER, 1983; PUTNAM, 1985;
WALLER, 1989), incluindo os terpenos voléteis que sdo os principais componentes dos 6leos
essenciais (FISCHER, 1986; MULLER, 1986; ELAKOVICH, 1988).

Controle de plantas daninhas em sistemas de producdo orgadnica pode ser uma
alternativa de controle plantas daninha (TOURTE et al., 2004). Produtores organicos
dependem de métodos de cultivo como, rotagdo de cultura, culturas de cobertura, gestdo da
dgua, cobertura morta e outras técnicas para controlar plantas daninhas (GASKELL et al.,
2000). Oleos essenciais de origem vegetal podem ser usados, mas nio deve ser o principal
método de controle de plantas daninhas e deve ser usado com adjuvante de uma maneira que
seja menos toxico ao meio ambiente (CCOF, 2003). Os 6leos essenciais sao produtos naturais
de plantas que degradam se rapidamente no ambiente, e sdo geralmente considerados como
seguros (TWORKOSKI, 2002). Os o6leos podem ser aplicados antes do plantio, ou em
pulverizagdes dirigidas entre cultivo de plantas, ou mesmo como um tratamento pds-

emergéncia no tratamento de algumas espécies vegetais (SMITH, 2004).
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CAPITULO 1

AVALIACAO DE BIOATIVIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Eucalyiptus
Citriodora E Cymbopogon Nardus EM Sitophilus Zeamais MOTS. (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE)
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito toxicidade dos 6leos essenciais de E.
citriodora e C. nardus e do composto majoritdrio citronelal em S. zeamais. Determinado a
concentracdo letal, tempo letal, repeléncia, emergéncia dos insetos adultos de S. zeamais e a
reducdo da massa pelo inseto. As curvas concentragdo resposta foram estabelecidas mediante
bioensaios com concentracdes crescentes dos Oleos de C. nardus e E. citriodora e do
composto majoritdrio citronelal. Sendo observado da mesma forma para o tempo de resposta
em funcdo da exposi¢do de S. zeamais e com as respectivas concentracdes dos 6leos. As
curvas do tempo repostas por meio de estimativas dos tempos de exposi¢cao letais em 50 e
95% dos insetos tempo letal (TLsy e TLos) verificaram que o menor periodo de exposci¢do a
controlar 50% dos insetos submetidos foi de 1,38 horas com o composto citronelal. Enquanto,
a concentracao letal CLsy e CLgs 0 composto citronelal e o 6leo de E. citriodora tiveram as
maiores mortalidades, assim como, os maiores nimeros de insetos repelidos de repeléncia
com mais de 80% depedendo da concentracdo do 6leo essencial, contudo para o bioesaio de
emergéncia dos adultos e na perda de massa os dleos de E. citriodora e C. nardus foram
significativos. No entanto, o composto mostrou baixa persisténcia. De acordo com os
resultados, o 6leo de E. citriodora tem potencial de repeléncia, toxidade na emergéncia dos
adultos esse 6leos podem ser considerado com potencial na utilizacdo desse produtos como
bioinsetisidas promissores, junto com o composto citronelal, pois sua toxidadetambem foi

superior aos 6leos.

Palavras chaves: gorgulho; citronela; eucalipto.
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ABSTRACT
BIOACTIVITY EVALUATION OF THE ESSENTIAL OILS OF Eucalyiptus citriodora
AND Cymbopogon nardus ON Sitophilus Zeamais MOTS. (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE)

This work’s objective is to evaluate the affects of essential oils of E. citriodora and C. nardus
and their citronelal’s higher composite on S. zeamais. There was verification of expected
concentration, expected time, repellence, grain’s weight reduction, and the emerging adult
insects S. zeamais . The expected curves were established with growing concentrations on
bioexperiments of the oils of C. nardus and E. citriodora and citronellal’s higher composite. It
was the same format for expected function time exposure with the respective oils”
concentrations. The obtained curves by lethal time exposure estimates for both 50 and 95%
for dead insects (LTso and LTys) For citrolelal composite minor exposure period to control
50% of submitted insects was 1.38 hours. The highest mortality with minor lethal
concentrarion of CLsy e CLgs was by Citronellal’s composite and E. Citriodora’s oil, as it was
the highest insect repellence was above 80%; however, E. citriodora and C. Nardus oils had
signigicant affect with weight loss and adult emerging insects in the bioexperiments.
However, the citronelal composite showed low persistence. According to the results among
the examined oils, E. Citriodora’s oil has repellence potential; in emerging adult insects’
toxicity, this oil can be considered for use as a promising bioinsecticide products with

Citronelal’s composite; for their toxicity was the highest.

Keywords: maize weevil; cironella and eucalyptus.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays) é um produto agricola amplamente distribuido no Brasil é
utilizada na alimentacdo humana em processos industriais. Entre os diversos fatores que
afetam diretamente a producdo estd o ataque de insetos-pragas durante a armazenagem
(BIAZUS et al., 2006; FERREIRA et al., 2007) (IBGE, 2008). Dentre os insetos de maior
importancia na armazenagem do milho, destaca o gorgulho, Sitophilus zeamais Mots.
(Coleoptera: Curculionidae), sendo esta uma praga primdria, de infestacdo cruzada, sua
postura € efetuada no interior dos graos, onde desenvolvem as larvas e pupas até a emergéncia
dos insetos adultos (LORINI, 2003; RIBEIRO et al., 2003; BENHALIMA et al., 2004).

O controle do S. zeamais é realizado por meio de inseticidas sintéticos e fumigantes,
que, apesar de eficientes e econdmicos, podem provocar efeitos indesejaveis, como
intoxicagdes aos aplicadores, presenga de residuos nos graos, aumento dos custos no
armazenamento e a possibilidade de desenvolvimento de resitencias dos insetos
(TAPONDJOU et al., 2002; RIBEIRO et al., 2003; OBENG-OFORI & AMITEYE, 2005).
Devido a importancia econdmica de S. zeamais ha necessidade de alternativas mais segura
sob o ponto de vista ecolégico, alem de compativeis com o manejo integrado de pragas com
isso, € justificavel a realizacao de estudos de novos métodos de controle. (LORINI, 1998)

Entre os métodos alternativos destacam os compostos bioativos de plantas
principalmente, devido a sua toxicidade, diferencas na composicdo entre os compostos, que
podem ser altamente toxicos ao inseto praga e menor poder residual nos alimentos
armazenados (SHAAYA et al., 1997; HUANG et al., 2000; DEMISSIE et al., 2008). Com
aplicacdo direta sobre a massa de graos, tais como: pds, extratos aquosos ou organicos, 6leos
essenciais e 6leos emulsiondveis, apresentando toxicidade, por contato, ingestdo e fumigacgdo
(KARR & COATS, 1988; RAJENDRAN & SRIRANIJIN, 2008). Alem disso, possui
atividade de repeléncia, deterréncia alimentar, oviposi¢do e no desenvolvimento do inseto-
praga (HUANG et al., 1999; MARTINEZ & VAN EMDEN, 2001).

Entre as plantas inseticidas destacam E. citriodora e C. nardus. Os 6leos essenciais
destas plantas tém efeito comprovado em diferentes espécies de insetos. As composi¢des dos
Oleos essenciais de E. citriodora e C. nardus estdo os monoterpenos (citronelal, linalol,
mentol, o e B- pinenos, mentona, carvona e limoneno), os sesquiterpenos (farnesol, nerolidol),
os fenilpropandides (safrol, eugenol) e muitos outros compostos, dependente dos fatores
abidticos e bidticos e genéticos da planta (PANIZZI e PARA, 1991; SIMOES e SPTIZER,
2004).
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A atividade de fumigacdo de 6leos essenciais em S. zeamais e coledpteros de graos
armazenados € atribuida a presenga de substincias volateis em suas folhas, como citronelal,
eugenol, geramiol e limoneno, entre outras, denominadas de um modo geral como
monoterpenos (SHASANY et al., 2000). Esta acdo deve-se ao principio ativo citronelal, de
comprovada acdo inseticida (CHAGAS et al., 2002). Estes compostos sdo tipicamente
lipofilicos, tendo alto potencial na interferéncias téxicas em processos bioquimicos bdasicos,
com consequéncias fisioldgicas e comportamentais em insetos (PRATES e SANTOS, 2002).
Com excelentes potenciais como agentes inseticidas e repelentes naturais no controle de S.
zeamais.

Considerando a importancia econdmica de S. zeamais € a necessidade de novas formas
de controle deste inseto praga, objetivou se com este trabalho avaliar efeito inseticida, de
repeléncia e persisténcia dos 6leos essenciais de C. nardus e E. citriodora obtido do estado do
Tocantins e do composto majoritario Citronelal para S. zeamais, determinando a concentragao

letal CL5p e CLos e tempo letal TLsy e TLos, alem do efeito de repeléncia e poder residual.
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2. MATERIAS E METODOS
2.1 Local

O presente trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal do Tocantins (UFT)

Campus de Gurupi no Laboratério de Manejo integrado de pragas.

2.2 Criacao de S. zeamais

A populacdo de S. zeamais usada neste trabalho foi obtida em armazéns de Gurupi. Os
insetos foram criados em sementes de milho BRS 3060 mantidas no laboratério de Manejo
integrado de pragas, sob a temperatura de 28,7 + 1,12 °C, umidade relativa de 61,3 £ 2,6% e
fotofase de 12 horas, acondicionados em recipientes de vidro, fechados com tampa pléstica
perfurada e revestida internamente com tecido fino para permitir as trocas gasosas. O
confinamento dos insetos foi realizado durante 15 dias para efetuarem a postura. Em seguida
foram retirados e os recipientes estocados até a emergéncia da geracdo F;. Efetuou-se este
procedimento por sucessivas geracdes, de modo a assegurar a quantidade de adultos

necessarios a execugdo dos experimentos.

2.3 Obtencao dos 6leos essenciais

As plantas foram colhidas no Campus Universitdrio de Gurupi na horta de plantas
medicinas onde as folhas de E. citriodora e C. nardus foram picadas e pesados 300 g mais
500 ml de dgua por extracdo foram colocadas no baldo de 1000 ml. Colocou-se essa amostra
no hidrodestilador modelo Clevenger (arraste de vapor) e deixou por um periodo de 2,5 horas.
Coletou-se o hidrolato, que em seguida foi centrifugado a 1000 RPM por 5 minutos. A fase
onde oleo essencial, foi retirado com o auxilio de uma micropipeta e posteriormente foi
acondicionado em frasco de vidro ambar envolto com papel aluminio. Apds colocou-se sob
refrigeracdo a 4°C. Para evitar sua volatilizacdo e foto-oxida¢do devido aos compostos
terpenoides metodologia segundo Castro (2006). A obten¢ao do composto citronelal foi junto

a empresa Sigma-Aldrich com grau de pureza de 85%, em frasco de 100 mL.

2.4 Identificacao por Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massas (CG/EM)

A andlise cromatografica gasosa (CG) dos O6leos essenciais de C. nardus e E.

citriodora foram divididas em tres amostra para cada 6leo, utilizando-se cromatografo
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Hewlett Packard 5890 SERIES, equipado com detector de ionizacdo (FID) e J & W Scientific
DB-5 com coluna de capilaridade com silica (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum). Programou-se a
temperatura da coluna para 40°C por 2 min, variando de 220 °C min™', aumentando para 280
°C 220 °C min™ para integracdo. As temperaturas do injetor e detector foram de 250 °C e 280
°C, respectivamente. Utilizou-se o hidrogénio como carreador gasoso, com fluxo de 1,5 mL
min™', (1:10). Uma solucdo de 1,5 pL de aproximadamente 10 mg do éleo e etil-acetato foi
ministrada. O indice de reten¢do foi obtido, aplicando-se uma amostra de 6leo com mistura de
hidrocarbonetos lineares C;;-Cy4 (indice de retencdo variando de 900 a 1099 obtido por
extrapolacdo). Efetuou-se a andlise por CG/EM dos 6leos utilizando aparelho Shimadzu
QP5050 quadrupole com a mesma coluna e temperaturas utilizadas no experimento com GC.
Usou-se 0 hélio como carreador gasoso e fluxo de 1,5 mL min™ (1:50). Aplicou-se 1pL de
1/100 de solugdo diluida em acetato de etila. O espectro de massa foi obtido a 70 eV e a
velocidade de leitura foi 0,5 scan s de 40 a 650 m/z. A identificacdo dos compostos
majoritarios foi realizada com base na comparagdo dos indices de retengdo (VANDENDOLL
& KRATZ, 1963) bem como por comparagdo computadorizada do espectro de massa obtido
com aqueles contidos na biblioteca de espectro de massas do NIST do banco de dados
GC/EM (ADAMS, 1995). Os compostos presentes nos 6leos essenciais de E. citriodora e C.

nardus constam na Tabela 1.
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Tabela 1. Compostos majoritarios identificados de dleos essenciais de Eucalyptus
citriodora e Cymbopogon nardus de plantas do estado do Tocantins

respectivamente em %.

Composi¢do dos 6leos essenciais em %

Compostos C. nardus E. citriodora
B-pineno e 2.83
1,8-Cineol ~ —emeeeeee 3,44
Isopulegol 1,40 15,54
Citronelal 36,53 61,78
Citronelol 13,10 7.90
Carriofileno e 2.13
Geraniol 2556 0 e
Acetato de citronelil 222 T
Acetato de geranil 1,51 0
Germacreno-D 069 0
Delta cadileno 1,09 0 T
Elemol 824 s
Germecreno-D-4-o0l .64 0 TS
Total 91,98 93,62

2.5. Concentracao letal

ApOs os testes de ajuste metodoldgico e “screening” foram conduzidos os bioensaios
de concentragdo letal onde se utilizou no cédlculo da CLsy adicdo dos dleos essenciais C.
nardus, E. citriodora composto majoritario citronelal (0,018, 0,037, 0,055, 0,074, 0,092,
0,111 e 0,129 pL/cmz, respectivamente) com trés repeticdes. Estas concentracdes foram
aplicadas em frascos com acetona mais 6leos nas respectivas concentragdes e submetidas a
rotacdo até volatilizagdo da acetona e a impregnacao uniforme dos 6leos essenciais em toda a
area interna (27 sz) e volume de (20 ml). Em seguida, foram confinados em cada frasco, 20
individuos adultos ndo sexados, e submetidos a 24 h de exposi¢do aos 6leos essenciais, ao fim
da qual foi observada a mortalidade. Os resultados de mortalidade obtidos da concentragado-
resposta foram submetidos a andlise de prébit, segundo Finney (1971), por intermédio do
programa Pdlo Plus, gerando, assim, as curvas de concentragdo letal obtendo CLsy e Clos
concentracdo letal, onde foi estimada a razio de resisténcia (RRsp). Todos os bioensaios foram
realizados em camaras de incubag¢do com fotofase de 10 horas de escuros e 14 horas de luz

mantidos a uma temperatura de 25 °C.
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2.6. Bioensaios Tempo letal

Os bioensaios de tempo de letal dos 6leos essenciais sobre a mortalidade dos insetos
foram realizados com aplicacao direta dos 6leos em 50 gramas de milho colocados em potes
de 200 ml com os 50 insetos. A mortalidade dos insetos foi avaliada de acordo com o tempo
de exposicao (24, 48, 96 e 120 horas), estipulados para cada 6leo, sendo para C. nardus e E.
citriodora (3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 uL/g, respectivamente) e citronelal (1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 uL/g,
respectivamente), nos tempos de exposicao (1, 6, 12, 24, 36 e 48 horas). Todos os bioensaios
foram realizados em condicdes Otimas de desenvolvimento. Depois de cada periodo
submetido, contou-se o nimero de adultos sobreviventes. Os resultados de mortalidade foram
submetidos a andlise de Probit, segundo Finney (1971), por intermédio do programa Pdélo
Plus, gerando, assim, as curvas de tempo letal (TLsp e TLos). Esse procedimento visa a
identificacdo das condicdes ideais de controle da populacdo dos insetos com a utilizagcdo de

Oleos essenciais. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de regressao.

2.7. Bioensaios de repeléncia

Neste experimento foi avaliada a repeléncia dos Oleos essenciais a S. zeamais em
quatro doses dos 6leos essenciais C. nardus e E. citriodora (3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 uL/g) e do
composto majoritario ( 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 uL/g ). Na realizacao do Teste de Repeléncia foi
construida uma arena constituia seis potes de volume 200 ml ou drea 227 cm? interligados por
tubos de silicone a um pote central onde foi liberado os insetos. O procedimento experimental
utilizou de 50 gramas de milho pulverizadas com as respectivas doses dos 6leos nos potes
periféricos, e posteriormente foram liberados 50 insetos adultos ndo sexados no recipiente
central com chance de escola entre graos nao tratados e tratados com 6leos essenciais. Apos o
periodo de 24 horas, foram determinados os insetos emigrantes aos respectivos recipientes
com O6leos. O percentual médio de repeléncia foi calculado, segundo a féormula: PR = [(NC —
NT) / (NC + NT) x 100], sendo PR= percentual médio de repeléncia, NC= média de insetos
na testemunha e NT= média de insetos no tratamento (OBENG-OFORI, 1995). Analise dos
dados foi utilizados o programa SIGMAPLOT 11 e SAEG no o teste de Tukey 5%
probabilidade.

56



2.8. Bioensaio de perda de massa

As concentracdes utilizadas de C. nardus e E. citriodora (3,0, 4,0, 5,0 € 6,0 uL/g) e o
composto majoritdrio citronelal (1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 uL/g), todas essas concentragdes utilizadas
foram em funcdo da CLsy (concentracdo letal) de cada dleo essencial e do composto O
procedimento experimental consistiu de concentr¢des dos dleos essenciais, com delineamento
de dois 6leos essenciais mais o composto majoritdrio citronelal o tratamento de quatro
concentracdes mais testemunha por quatro repeticao. O efeito dos 6leos na emergéncia de S.
zeamais consistiu primeiramente de colocar 50 insetos adultos ndo sexados em 50 gramas
milho variedade BRS 3060 em recipientes de aproximadamente de 200 ml e deixado para
ovoposicao por um periodo de sete dias. Apds este periodo foram removidos os insetos da
massa do grdo, em seguida, foram pulverizados graos com os 6leos € 0 composto majoritario
nas respectivas concentragdes. A avaliagdo dos bioensaios foi realizada em intervalo de tempo
21, 42 e 63 dias apds a aplicagcdo dos respectivos 6leos essenciais. Os dados de emergéncia
dos insetos foram quantificados, os resultados foram submetidos andlise de ANOVA e a

diferenca entre tratamentos verificou pelo teste de média Tukey a 5% de probabilidade.

Na determinagdo do efeito dos 6leos essenciais no consumo direto dos insetos sobre
graos armazemados utilizando os 6leos de E. citrodora e C. nardus nas concentracoes 3,0
uL/g e 6 uL/g. Foi quantificado o consumo da massa de graos pelo inseto S. zeamais sobre o
efeito dos Oleos utilizou se 50 insetos adultos ndo sexado em 50 g de milho variedade BRS
3060. A avaliacdo da massa de grao foi realizada ap6s o periodo de 35 e 45 dias apds a
infestacdo. Os dados obtidos da reducdo da massa de milho e submetido a analise de variancia
e a diferenca entre tratamentos foi detectada pelo teste de média Tukey a 5 % de

probabilidade utilizando o programa estatistico SAEG e Sigma plot para plotar os graficos.
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3. RESULTADOS

A tabela 1 mostra a composi¢do quimica dos 6leos volateis de C. nardus e E. citriodora
da cidade de Gurupi. Os 6leos volateis de eucalipto e citronela apresentaram dez constituintes.
Entre os compostos encontrados no 6leo de E. citriodora destaca o citronelal com 61,78 %,
seguido de isopolegol com 11,89 %. Enquanto no 6leo de C. nardus teve como constituintes
predominantes o composto citronelal 36,53 %, geraniol com 25,56 % e citronelol 13 % houve
predominancia dos monoterpenos.

Os CLsp e CLos nas concentragdes dos Oleos esséncias para S. zeamais sao
apresentados na Tabela 2. O CLsy nas concentracdes de 0,018, 0,037, 0,055, 0,074, 0,092,
0,111 e 0,129 pL/cmZ, para o dleo de C. nardus foi 0,074 sz; para o dleo de E. citriodora na
concentracao 0,018, 0,037, 0,055, 0,074, 0,092, 0,111 e 0,129 pL/cmZ, foi de 0,082 pL/cmz; e
CLso composto majoritério citronelal para as concentragdes 0,018, 0,037, 0,055, 0,074, 0,092,
0,111 e 0,129 pL/cmz, foi de 0,064 pL/cmz. Nas CLys, esta variacdo foi de 0,118 pL/cm2 para
6leos de C. nardus.; de 0,135 uL/cm® para 6leo de E. citriodora; de 0,108 puL/cm® para
composto majoritdrio citronelal.

De acordo com as anélises de regressdo linear (Y=Po+p;*x). As CLsp e CLgs reduziram
significativamente com a concentracdo dos Oleos essenciais utilizados e do composto
majoritario citronelal (Tabela 3). Observa-se na Tabela 2 que esta reducao foi mais expressiva
no composto majoritdrio citronelal, nas quais os CLsy da concentracdo de 0,064 uL/cm’
reduziram em 41 e 46 % em relacdo aos 6leos de C. nardus e E. citriodora. Perspectivamente
ressalta-se que na concentragdo do composto majoritdrio os intervalos de confianca (IC) dos
CLs para S. zeamais ndo se sobrepuseram aos intervalos dos dleos essenciais de C. nardus e
E. citriodora, ao contrario do que foi observado para os dleos de E. citriodora e C. nardus; o

composto majoritario foi mais téxico aos insetos adultos de S. zeamais.
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Tabela 2. Concentracdo letal CLsy necessario para controlar 50% e 95% da populacdo sobre o efeito dos 6leos essenciais e do composto

majoritério citronelal

Oleos Inclinaciio + (EPM) CLsy(uL/cm®)  IC (CLso) CLos IC (CLos) X’ P
essenciais
E. citriodora 38,070+5,120 0,074 0,068-0.081 0,118%* 0,108-0,132 4,374 0,005
""" C.nardus  30,964+4,379  0,082**  0,075-0.090  0,135*  0,123-0,154 1,608 0,001
""" Citronelal  38,014%5288  0,064*  0,059-0.070  0,108**  0,098-0,122 2565 0,055

EPM = Erro padrao da media; CL = Concentragdo letal (pL/cmz); IC = Intervalo de Confianga a 95% de probabilidade; X’ = Qui-quadrado; P =

Probabilidade

Tabela 3. Estimativa dos coeficientes da equagdo Y = Po+f;*x para predizer a concentracdo letal para controlar 50 e 95% da populacdo sobre o

efeito dos diferentes 6leos essenciais E. citriodora e C. nardus e o composto majoritdrio citronelal na mortalidade de S. zeamais

Oleos essenciais

Parametros estimados

Bo (EPM) 1 (EPM) GLerro Fearc P r’

E. citriodora -3,531,98 168,19+25,72+ 2 42,75 0,0006 0,93
C.nardus. - 307142 161,66+ 18,41%% 2 77,08 0,0001 096
Citronelal 257,64 17518+2123% 2 68,08 0,0002 095
‘Testemunha | 0,00000 000000 2 e 1,00

EPM = Erro padrao da media; By e B; = Coeficiente da equacdo Y = By +B;*x; GLexyo = Grau de liberdade; F = F calculado; P = Probabilidade; r

= Coeficiente de determinacdo; ** Significativo a 1 a 5 % de probabilidade
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Os tempos letais TLsy e TLos das concentracdes dos leos esséncias em S. zeamais sao
apresentados na Tabela 3. O TLsy do 6elo de E. citriodora nas concentragdes 3,0, 4,0, 5,0 e
6,0 uL/g, variaram de 9,22 a 49,22 horas; do 6leo de C. nardus nas concentracdes de 3,0, 4,0,
5,0 e 6,0 uL/g, variaram de 12,77 a 51,94 horas; e o TLsy do composto majoritario citronelal
nas concentragdes 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 uL/g variaram de 1,39 a 11,89 horas no TLos esta
variacdo foi de 44,49 a 131,21 horas nas concentragdes descritas anteriormente de C. nardus;
e de 41,11 a 129,180 horas para 6leo de E. citriodora; de 7,81 a 59,50 horas para composto
majoritdrio citronelal.

De acordo com as andlises de regressao linear (Y=Bo+;*x), para o dleo de C. nardus e
E. citriodora (3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 uL/g) e do composto majoritério citronelal (1,5, 2,0, 2,5 e 3,0
ul/g). A inclinagdo da reta da regressdao foi aumentando de acordo com o aumento da
mortalidade dos insetos mostrado na Tabela 4. Os valores dos tempos letais TLsy e TLos

diminuiram de acordo com o aumento da concentragao.
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Tabela 3. Tempo (h) necessario para controlar 50% e 95% da populagdo sobre o efeito dos diferentes 6leos essenciais Eucalyptus citriodora e

Cymbopogon nardus e o composto majoritario citronelal na mortalidade de S. zeamais.

Oleos Conc. Inclinacio + EPM TLsy(horas) IC (TLs) TLos(horas) IC (TLos) X2 P
essenciais  (uL/g de graos )

E. citriodora 3 3,92+0,43 49,22 32,99-64,44 129,18 91,00-330,20 3,03 0,100
4 2,81+0,42 24,75 17,65-30,58 95,17 76,36-136,08 2,54 0,325
5 3,85+0,64 23,98 18,37-28,36 63,99 52,70-89,14 1,16 0,199
6 2,53+0,74 9,22 1,38-16,02 41,11 30,14-63,45 0,70 0,236

" C.nardus 3 4,08+0,44 5194 36,32-66,94 13121 94,01-310,50 509 0,987
4 4,77+0,62 27,95 17,10-36,23 61,80 46,40-125,56 0,54 0,181
5 3,55+0,48 27,28 21,63-32,09 79,17 67,75-98.,61 0,42 0,140
6 3,03+0,74 12,77 6,18-17,80 44,49 35,25-65,61 0,74 0,249

" Citronelal 1.5 1,27£0,14 11,89 ¢ 6,42-19.45 59,50 56,61-114,05 1,69 0,424
2,0 1,13+0,13 5,63 2,42-9,58 32,13 18,54-59,33 3,18 0,795
2,5 0,88+0,13 1,38 0,25-3,04 7,81 4,85-9,22 2,03 0,508

EPM = erro padrio da media; TL = Tempo letal (horas); IC = Intervalo de confianca a 95% de probabilidade; X* = Qui-quadrado; P =

Probabilidade Conc. = Concentragao.
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Tabela 4. Estimativa dos coeficientes da equacdo Y=Bo+;*x para predizer o tempo letal para controlar 50 e 95% da populagdo sobre o efeito dos

diferentes dleos essenciais E. citriodora e C. nardus. e o composto majoritario citronelal na mortalidade de S. zeamais.

Oleos essenciais Conc (uL/g) Parametros estimados
BoEPM) BiZEPM)  GLero Feate P r
E. citriodora 3,0 1,32 (£3,41) 0,39(20,04)** 3 69,82 0,0011 0,97
4,0 1,95 (£6,03) 0,48(x0,10)* 3 22,57 0,0170 0,93
5,0 4,95(+5,84) 0,68(0,13)* 3 27,32 0,0347 0,96
6,0 6,91 (£13,88) 1,02 (+0,44) 3 5,13 0,2645 0,91
C.nardus | 30 0,45(£2,85) 0,38(£0,03)%* 3 97,30 00006 098
4,0 2,85(%5,21) 0,54(20,08)** 3 38,32 0,0085 0,96
5,0 3,57 (£3,98) 0,65(0,08)* 3 55,32 0,0176 0,98
6,0 6,20(%15,46) 1,01(x0,49) ™ 3 4,18 0,2895 0,89
Citronelal 5 538(2,12) 0,92(x0,11)%* 3 64.84 00013 097
2,0 9,34(+4,47) 1,16(+0,36)* 3 10,33 0,0488 0,88
2,5 14,92(+10,54) 2,27(£1,56) 3 2,11 0,2832 0,71
3,0 14,75(x£17,95) 4,53(£5,11) 3 0,78 0,5382 0,66

EPM = Erro padrao da media; By e B; = coeficiente da equacdo Y = o +P1X; GLeyo = Grau de liberdade; F . = F calculado; P = probabilidade; r

= coeficiente de determinagdo; ** significativo a 1 a 5 % de probabilidade
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Nos bioensaios realizados de Oleos de C. nardus, E. citriodora e o composto
majoritario citronelal, verificou-se menor percentagem de Repeléncia (PR) de 70% para S.
zeamais do composto majoritario citronelal na concentracao 3,0 uL/g (Figura 2). A repeléncia
de S. zeamais nos 6leo de C. nardus variou de 78 a 97 %; para o dleo de C. nardus nas
concentracoes de 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 uL/g; e de 81, a 96 %; para o 6leo de E. citriodora nas
concentracdes de 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 uL/g) (Figura 2), com diferencas significativas entre os

6leos esséncias de C. nardus e E. citriodora e o composto citronelal sobre a repelencia de S.

zeamais.
I Conc.: 3,0 uL/g S Conc.: 1,5 ul/g
— Conc.: 4,0 uL/g Conc.: 2,0 uL/g
B Conc.: 5,0 uL/g wwwi Conc.: 2,5 ul/g
C— Conc.: 6,0 uL/g Conc.: 3,0 uL/g
###4 Testemunha
Testemunha B
Z
= .
2
ke
g
> Eucalipto A
©
D
Citronelal S i B
0 25 50 75 100

Porcentagem de Repeléncia

Figura 1. Bioensaio de repeléncia dos 6leos essencial de Eucalyptus citriodora e
Cymbopogon nardus e do composto Citronelal medias dos percentuais de
repeléncia tratamentos seguida mesma de letra maidscula diferem entre si

ao nivel de 5% probabilidade pelo teste de Tukey

A toxicidade dos o6leos de E. citriodora, C. nardus e do composto majoritario
citronelal sobre a emergéncia de S zeamais (Figuras 3 ABC), verifica-se o nimero de isetos
emergidos nos graos tratados com Oleos foi mais acentuados aos 21 dias, diminuindo
gradativamente a emergencia até aos 63 dias de exposicdo. No perido de 63 dias apds os

graos serem pulverizados ndo houve insetos emergidos. O 6leo de C. nardus houve diferenca
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significativa entre o ndmero de insetos emergidos, aos 21 dias de exposicdo (Figura 3B). Da
mesma forma, foi observado com o 6leo de E. citriodora com diferencgas significativas entre o
nimero de insetos emergidos (Figura 5A). Enquanto que no composto majoritario citronelal
nao houve diferencas entre o nudmero de insetos emergidos, assim como, entre as

concentracoes utilizadas (Figura 3C).
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Figura 3. Emergéncia de adultos de Sitophilus zeamais a partir de graos de milhos
pulverizados com Oleos esséncias. Sendo (A) Eucalyptus citriodora (B)
Cymbopogon nardus (C) Citronelal tratamentos seguida mesma de letra maidscula

diferem entre si ao nivel de 5% probabilidade pelo teste de Tukey
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A redugdo da massa de graos por S. zeamais apresentou diferengas significativas entre
os 6leos de C. nardus e E. citriodora com diferencas mais de 100% na presevacao da massa
de grdos nas concentracdes de 3,0 e 6,0 uL/g (Figura 4), Contudo observa-se menor reducao
da massa pelo inseto com a concentracao de 6,0 uL/g ja com relagdo aos 6leos Sendo o dleo
de E. citriodora mais efetivo na prote¢ao da massa de graos, com melhor efeito de deterencia

das concentragdes.

I Conc.:3,0puLl/g [ Conc.:6,0uL/g @### Testemunha

722/7222.2.2.7 2%

Testemunha
2
S
2 0.34
[0 . B
ﬁ Eucalipto 0.56
o)
Q
(@]
0.50
Citronela B
0.69
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Consumo em g/100g

Figura 4. Efeito do 6leo essencial de Eucalyptus citriodora e Cymbopogon nardus na
protecdo da massa de grdo do ataque de Sitophilus zeamais Teste de tukey seguida

de mesma letra maidscula nao deferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.
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4. DISCUSSAO

Todos os 6leos tiveram atividade bioativa ao S. zeamais, contudo o 6leo de eucalipto
apresentou maior toxidade em comparacdo como O6leo de citronela (Tabela 2). Ambos 0s
6leos apresentou propriedades de repeléncia e acao sobre emergéncia dos insetos adultos de S.
zeamais. A diferenca apresentada na toxicidade apresentada pelos Oleos essencial de E.
citriodora e C. nardus pode estd associada a composi¢do dos diferentes compostos
majoritdrios. Dessa forma, a composicao dos constiuintes os 6leos essenciais de E. citriodora
e C. nardus apresentam atividade comprovada para S. zeamais e outros insetos de graos
armazenados como Acanthoscelides obtectus (PAPACHRISTOS & STAMOPOULOS, 2002;
SANDI & BLANCO, 2007).

As diferentes respostas do S. zeamais aos 6leos essenciais de C. nardus e E. citriodora
podem estar relacionadas a concentragdo de alguns monoterpenos como o-pineno, cineol,
geraniol, citronelol e citronelal sempre presente nos 6leos essenciais de E. citriodora e C.
nardus. Conforme trabalhos desenvolvidos por Coitinho et al. (2006) demonstram que sao
componentes comuns com atividade de repelente de insetos. Dessa forma, nos presentes
bioensaios realizados verificou-se que o composto majoritdrio citronelal apresentou alta
toxicidade para controlar S. zeamais, indicando excelente potencial inseticida ao controle de
insetos de graos armazenados.

A toxicidade do constituinte citronelal esta diretamente relacionada com o tempo
exposi¢ao, assim como na repeléncia dos insetos (Tabelas 3 e Figura 2). Sendo observado nos
bioensaios, que a toxicidade apresentada pelos Oleos de E. citriodora e C. nardus para S.
zeamais estd relacionado com a concentragdo do majoritdrio citronelal presente em de cada
6leo, diferindo assim a toxicidade e tempo requerido para controlar S. zeamais. Estudos
recentes com de 6leos essenciais E. citriodora e C. nardus demonstram que a concentracao e
a composi¢ao dos compostos majoritdrios sdo determinantes na bioatividade para pragas de
graos armazenados (LEE et al., 2004; JAYASEKARA et al., 2005; MOREIRA et al., 2005;
FAZOLIN et al., 2007).

A atividade téxica apresentada (Tabela 3) pelos 6leos essenciais de E. citriodora e C.
nardus pode esté associado a inibi¢cdo da acetilcolisterase. De acordo o trabalho desenvolvido
por LOPEZ et al. (2010) comprovam que a toxicidade de alguns monoterpeno tem acio de
inibidores competitivos de acetilcolinesterase em experimento contra Sitophilus oryzae L.
(Coleoptera: Curculionidae), Rhyzopertha dominica (Coleoptera: Bostrichidae) and

Cryptolestes pusillus Schonherr (Coleoptera: Cucujidae). A acdo téxica dos Gleos essenciais

67



de C. nardus apresentou se toxicidade proxima apresentada pelo dleo de E. citriodora essa
proximidade pode estar relacionada ao efeito de sinergismo (SAVELEV et al., 2003). Dessa
forma, a toxicidade apresentada pelos dleos essenciais obtidos no estado do Tocantins, nao
diferem de outros resultados descritos na literatura, com atividade ovicida, repelente e
atividades de inseticida para vérios insetos de produto armazenados (ISMAN, 2006;
TATSADJIEU et al., 2007) A concentragdo letal dos 6leos essenciais de C. nardus e E.
citriodora contra S. zeamais comprova a alta toxicidade do composto majoritdrio citronelal
para S. zeamais. Dessa maneira, a menor toxicidade apresentada pelo 6leo de C. nardus pode
estd associada a concentragdo do composto citronelal. De modo geral, verificou se que C.
nardus tendo menor concentracdo de Citronelal apresenta alta toxicidade para S. zeamais, isto
pode estd relacionado com acdo de sinergismo entre os presentes nos oleos essenciais
(COITINHO et al., 2006).

A volatilizacdo e degradacdo dos 6leos essenciais € do composto majoritério citronelal
pode ser um empecilho na protecdo de graos armazenado contra insetos praga. No entanto,
para aplicacao de dleos essenciais € necessario o desenvolvimento de tecnologias que permita
maior permanéncia dos compostos junto a massa de graos, aumentando assim a eficiéncia de
controle manutencdo na preservacdo dos grdos. Contudo, verifica se que na aplicagcdo
isoladamente do composto majoritdrio citronelal deve ser adicionado como adjuvante que
permita a persisténcia junto a massa de graos, conforme os resultados demonstrados, ha rapida
volatilizagao do composto e naohavendo efeito na prote¢ao dos graos (Figura 2). Dessa forma,
a baixa persisténcia em todas as concentracdes usadas, ocasionando a reinfestacao da massa
de graos. Ao contrdrio dos 6leos concentrados que foram altamente eficientes na protecdo da
massa de graos (Figura 3 A e B). O efeito na mortalidade de adultos de S. zeamais pode estar
associado a ac¢do de contato e ingestao dos 6leos essenciais, caracteristicas estas obsevadas em
bioensaios com O6leos essenciais (SHAAYA et al., 1997; HUANG et al., 2000; LEE et al.,
2003).

A repeléncia dos insetos aos 6leos essenciais € ao composto citronelal foi diferentes
em funcdo da concentracdo e do 6leo. O 6leo de E. citriodora apresentou maior repeléncia
quando comparado com o 6leo de C. nardus e do composto majoritdrio citronelal. A alta
atividade de repelente dos 6leos essenciais € geralmente atribuida para alguns compostos
majoritdrios presentes. Conforme observado neste trabalho, resultados descritos na literatura
comprovam que o efeito de repeléncia dos 6leos essenciais pode resultar em maior repeléncia
quando comparativamente aos compostos isoladamente (HUMMELBRUNNER & ISMAN,
2001; GILLIJ et al., 2008).
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Os resultados de repeléncia de S. zeamais em teste de chance estdo associados a
capacidade do inseto de detectar dleos essenciais através do olfato, evitando-os quando tem
chance de escolha (JAYASEKARA et al., 2005). Sendo assim, o efeito repelente € uma
propriedade relevante a ser considerada na escolha de um 6leo essencial ao controle de pragas
de graos armazenados. De modo geral, quanto maior a repeléncia, menor serd a infestagdo,
resultando na reducdo ou supressdo da postura e, conseqiientemente, do nimero de insetos
emergidos como os 6leos essenciais de C. nardus. e E. citriodora.

A atividade dos 0leos sobre a emergéncia dos insetos adultos de S. zeamais pode esta
associado a toxicidade dos Oleos volateis téxico reduzindo a eclosdo de ovos, devido a
toxicidade apresentada pelos vapores sobre os ovos (SCHMIDT et al., 1991) ou pela absor¢ao
dos ovos dos compostos majoritario, assim afetando os processos bioldgicos associados
desenvolvimento embrionario (GURUSUBRAMANIAN & KRISHNA, 1996). As atividades
dos 6leos essenciais no desenvolvimento larval, em concentracdes subletais ocasionam graves
alteracOes morfoldgicas na metamorfose e pode inibir a emergéncia dos adultos de S. zeamais.
Por isso, dleos volateis sdo classificados como reguladores de crescimento de insetos na fase
de adulta (RCI) (KHATER & SHALABY, 2008; KHATER & KHATER, 2009; KHATER et
al., 2009).

Adicionalmente a outros trabalhos em que € apresentado o potencial da utilizacdo de
Oleos essenciais de C. nardus e E. citriodora, como fumigante (KHATER et al., 2009),
verificou-se, neste estudo, que 6s 6leos essenciais de C. nardus e E. citriodora podera tornar-
se uma alternativa aos inseticidas convencionais. Considerando se os elevados niveis de
resisténcia aos inseticidas em insetos-praga de produtos armazenados no Brasil (LORINI et
al.,, 2007; PIMENTEL et al., 2007; 2009) e o potencial de uso extrato de plantas com
bioatividade, pode-se inferir que uso desses 6leos pode ser alternativa para ser utilizada nos
programas de manejo de resisténcia a inseticidas convencionais. Uma das prerrogativas para
diminuir a velocidade de estabelecimento de populacdes com alta frequéncia de genes que
conferem resisténcia a determinado agente de controle, é o emprego de mistura de inseticidas,
uso alternado ou em mosaico de dois ou mais inseticidas (SOUSA et al., 2008). Com o uso de
diferentes agentes de controle os gendtipos resistentes apresentam desvantagem reprodutiva
na auséncia do agente seletivo, permitindo o aumento da frequéncia dos gendtipos suscetiveis

(KOLACZINSKI & CURTIS, 2004).
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5. CONCLUSOES

- O dleo essencial de E. citriodora tem mortalidade necessitando de menor periodo de
exposicao para controlar insetos adultos de S. zeamais.
- O composto majoritario citronelal e mais toxico que os Oleos essenciais de eucalipto e

citronela.
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CAPITULO II

AVALIACAO DO EFEITO FUNGISTATICO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE

Eucalyiptus citriodora E Cymbopogon nardus
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RESUMO

Aspergillus sp, Pyricularia grisea e Colletrotichum musae sdo fungos fitopatogénicos,
colonizadores de tecidos vegetais e depreciadores dos frutos. A busca de novos produtos com
atividade antifingica tornam-se necessdrios para no controle desse microrganismo. Nesse
contexto, destacam-se os Oleos essenciais 0s quais possuem poder antimicrobiano. Dessa
maneira, este estudo objetivou se em avaliar o efeito fungistatico dos 6leos essenciais de C.
nardus, E. citriodora e do composto citronelal em fungos Aspergilus sp, P. grisea e C. musae.
Os ensaios antifiingicos foram constituidos do screening microbioldgico, na determinagao da
concentracdo inibitéria (Clsg) pelo contato direto e por fumigacdo dos 6leos essencial e do
constituinte citronelal. Todos os 6leos essenciais inibiram os fungos testados. A Clsy de
contato e de fumigacdo para Aspergillus sp, P. grisea e C. musae foi dependente da
concentracdo do dleo essencial. Sendo o citronelal com maior atividade para C. musae tanto
em contato direto e nos teste de fumigacdo. O 6leo essencial a 60 e 80 ppm impediu
fortemente o desenvolvimento micelial de todos os fungos testados. Diante disso, conclui-se
que o 6leo essencial de C. nardus e E. citriodora mostrou uma forte atividade inibitéria contra
os Aspergillus sp, P. grisea e C. musae e, consequentemente, pode ser considerado como

potencial no controle de fitopatogenos.

Palavras-chaves: Aspergillus, Brusone, Antracnose, citronela e eucalipto
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ABSTRACT

FUNGSTATIC AFFECT EVALUATION OF THE ESSENTIAL OILS OF Eucalyptus
citriodora AND Cymbopogon nardus

Aspergillus sp, Pyricularia grisea and Coletrotichum musae are the main phytopatogenic
fungus colonizing vegetable tissue, and decreasing fruit. and grains” quality. The search for
alternative fungicide products became necessary to control these microorganisms The
objective of this study was to evaluate the fungistatic affetct of the essential oils of C. nardus,
and E. Citriodora and citronelal’s composite against Aspergilus sp, P. grisea and C. musae.
Antifungicide experiments were constructed by microbiologic screening to determined
inhibitory concentration (Clsp) by direct contact, and by fumigation of essential oils, and by
citronelal’s composite; and resulted on micelial growth analysis. All essential oils and
citronelal’s composite inhibited the tested fungus. Contact and fumigation testing on
Aspergillus sp, P. grisea and C. musae were dependent on the essential oils” concentration;
where citronelal had the higher inhibitd activity on C. Musae both by direct contact and by
fumigation. The essential oil at both 60 and 80 ppm strongly impeded the micelial
development on all tested fungus. Therefore, it was concluded that the essential oil of C.
nardus and E. Citriodora displayed a strong inhibitory activity against Aspergillus sp, P.
grisea and C. musae; consequently these oils can be considered a potential product with

antifungicide properties, especially on the control of phytopatogens.

Keyword: Aspergillus, blast, Anthracnose, citronella, eucaliptus
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1. INTRODUCAO

Doencas em plantas t€ém contribuido significativamente na reducdo da produgdo e no
fornecimento de alimentos a populagdo (CASTRO et al., 2006). No entanto, varias espécies
de fungos influencia diretamente na producdo de alimentos e podem causar danos no
desenvolvimento da planta e durante a etapa de armazenamento de graos. Com dano direto
desde a germinacdo, emboloramento visivel, descoloracdo, odor desagradavel, perda de
matéria seca, aquecimento, cozimento, mudangas quimicas e nutricionais com conseqiiente
perda da qualidade (PASTER & BULLERMAN, 1988). Entre os fungos de importancia
econOmica destaca o género Aspergillus, que produzem micotoxinas que causam efeitos
adversos na saide humana e animal (SAMSON & VARGA 2007; SANSON & PITT, 2000).
Além do Aspergillus, outro fungo de importancia econdmica de pds-colheita é o
Colletotrichum musae (Berk & Curtis) nas regides produtoras de bananas (Musa spp.)
ocasionando a depreciacdo dos frutos, sérios prejuizos aos produtores (ABAYASEKARA et
al., 1998). Principalmente, devido a manipulacdo inadequadamente dos frutos (DHINGRA,
1985).

Entre os diversos tipos de fungos fitopatogénicos que comprometem o
desenvolvimento de planta de arroz (Oryza sativa) destaca o fungo da brusone Pyricularia
grisea. (Cooke) Sacc. Magnaporthe grisea (Herbert) Barr com grande numero de
hospedeiros, ocorre em mais de 50 espécies de gramineas (DIAS MARTINS, 2004). A
doenca tem sido um desafio aos orizicultores, e constitui-se um dos fatores limitantes na
produtividade do arroz irrigado e sequeiro, em todo o territério brasileiro e no mundo
(IGARASHI et al., 1986). A procura por alternativas eficientes de controle desses
fitopatogenos, sem implicacdes adversas aliada ao crescimento da demanda de consumo por
produtos alimentares seguros, vem se intensificando nos ultimos anos a procura por métodos
de controle alternativos (NASCIMENTO et al., 2007). Dentre eles, destaca os metabolitos
secundarios, com propriedades antifiingicas e antimicrobianas (REHDER et al., 2004;
ALMEIDA et al., 2006; ARRUDA et al., 2006; NUNES et al., 2006; SANTOS et al., 2007).
O O¢leo essencial de Eucaliptus sp e Cymbopogon nardus e seus constituintes principais
possuem atividade fungitoxica fungos, reduzido o crescimento micelial e a producdo de
esporos e germinacdo (FIORI et al., 2000; SU et al., 2006; VILELA et al., 2009). Podendo
apresentar atividade direta ou indireta, ativando mecanismos de defesa das plantas aos

patogenos (FRANZENER et al.,, 2003; MOREIRA, 2003; SCHWAN-ESTRADA;
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STANGARLIN, 2005). Atualmente, ndo tem relatos sobre o efeito no controle de
fitopatégenos como Aspergillus sp, C. musae e P. grisea.

Considerando a importancia dos desses fungos este trabalho teve por objetivos de
avaliar o efeito fungiostatico dos 6leos essenciais de C. nardus, E. citriodora e do composto

Citronelal na inibi¢do do crescimento micelial dos fungos Aspergilus sp, P. grisea e C. musae.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 local

O trabalho foi realizado na Universidade Federal do Tocantins Campus Universitario

de Gurupi no laboratério de Fitopatologia situada na cidade de Gurupi-TO.

2.2 Obtencao dos fungos fitopatogénicos

As trés espécies de fungos foram obtidas a partir de isolados de frutos de banana o C.
musae de acordo postulado de KOCH. Com os seguintes procedimentos desinfeccao realizada
com 4gua sanitdria a 1% e élcool a 2% por 30 minutos também pelo mesmo tempo o material
foi lavado em 4gua destilada estéril, logo ap6s foram recortadas e transferidas para placa de
petri em meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar) ficou em incubag¢do em estufa em
temperatura 27 °C por sete dias até o desenvolvimento do fungo. Apés o isolamento dos
fungos foi realizada a identificagdo de acordo a metodologia desenvolvida por (ARX, 1974;

BARNETT & HUNTER, 1972).

2.3 Obtencao dos dleos essenciais

Os 6leos essenciais foram obtidos plantas de E. citriodora e C. nardus colhidas no
Campus Universitario de Gurupi na horta de plantas medicinas e produtores de E. citriodora
foram picadas e pesadas 300 g por extragdo foram colocadas no baldo com dgua 500 ml a
extracdo foi por hidrodestilacao modelo Clevenger (arraste de vapor) deixado por um periodo
de 2,5 horas. Coletou-se o hidrolato, que em seguida foi centrifugado em centrifuga cruzeta
horizontal a 1000 RPM por 5 minutos. O 6leo essencial foi retirado com o auxilio de uma
micropipeta e acondicionado em frasco de vidro ambar envolto com papel aluminio
mantendo-o sobre refrigeracdo a 4 °C. Para evitar sua volatilizacdo e foto-oxidacdo dos

compostos terpenoides metodologia segundo Castro (2006).
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2.4 Identificacoes por Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massas (CG/EM)

A andlise cromatografica (CG) dos 6leos essenciais de C. nardus e E. citriodora foram

divididas 3 amostra para cada 6leo (CG-EM) dados publicados no capitulo I

2.5 Bioensaios de inibi¢ao micelial

Os bioensaios foram calculados Clsy dos 6leos essenciais para os fungos C. musae, P.
grisea e Aspergillus sp foram realizadas com diluicdes dos 6leos essencial de E. citriodora e
C. nardus (0,47, 0,63, 0,94, 1,26 ¢ 1,57 pL/cmz) e composto majoritario Citronelal (0,23,
0,31, 0,47, 0,63 e 0.79 pL/cmz). Para o tratamento com o fungo da antracnose as
concentracdes de C. nardus e E. citriodora (0,07, 0,15, 0,238, 0,31 e 0,47 pL/cmz) € o
composto majoritario (0,02, 0,31, 0,47, 0,63 e 0,79 pL/cmz). O experimentoconsistiu cinco
concentracdes dois 6leos essenciais € o composto Citronelal com quatro concentracoes e
quatro repeti¢des e testemunha, Aplicacdo dos 6leos essenciais € do composto majoritirio
citronelal nas placas de Petri realizado com auxilio de uma haste de drigalski, para
homogeneamente do 6leo junto superficie do meio de cultura BDA, seguido da inoculagao
dos discos de micélio de 6 mm de diametro dos respectivos fungos, sendo colocado na porc¢ao
central da placa de Petri de drea superficial de 63 cm” e volume de 85 ml conforme avalia¢io
do crescimento micelial a concentracao foi em fungdo das espécies de fungos em estudos.
Sendo o periodo de sete em sete dias para P. grisea, dois em dois dias para os fungos C.
musae e Aspergillus sp. Os dados foram avaliados Regressdo linear e a determinacdo da Cls

(Concentracao de Inibi¢ao de 50 %) pelos programas SAEG.

2.6 Bioensaio fumigacao

Os bioensaios de fumigacao “in vitro” foram realizados em placas de Petri de 85 mL
de volume de contendo meio BDA (Batata dextrose Agar) para crescimento micelial. O
procedimento de fumigacdo dos 6leos essencial de E. citriodora e C. nardus € do composto
majoritdrio citronelal consistiu em impregna¢ao em papel filtro dos 6leos nas concentragdes
de C. nardus e E. citriodora (0,023, 0,047, 0,070, 0,094, 0,117 uL/ml de ar) e citronelal
(0,023, 0,035, 0,047 e 0,058 uL/ml de ar) para Aspergilus sp e P. grisea. Para o tratamento
com o fungo da antracnose as concentra¢des de C. nardus e E. citriodora (0,02, 0,05, 0,11,
0,17 € 0,23 uL/ml de ar) e o composto majoritario (0,02, 0,04, 0,07, 0,09 e 0,11 uL/ml de ar)o
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papel foi acondicionado na parte de cima (tampa) da placa, o disco de micélio de 6 mm
diametro foi colocado no centro da placa em meio BDA (Batata Dextrose Agar) (Figura 1B)

Foram avaliados os fungos P.grisea, Aspergillus sp e C. musae e depois fechado e
vedado com pléstico insufilme para evitar contaminacdo de fungos ou bactérias do meio
exterior, trés fungos cinco concentracdes dos dleos essenciais € quatro concentracdes para o
composto majoritdrio citronelal com quatro repeticdes para tratamento mais testemunha o
tempo de avaliacdo foi de acordo com o inicio do crescimento micelial do fungo observado
nas testemunhas para P.grisea que foi avaliado no periodo de sete em sete dias apds a
inoculacdo para e Aspergillus sp o tempo foi de dois em dois dias apds inoculacdo sendo que
para o composto citronelal utilizou se a metade da dose dos 6leos modificado segundo
Nakahara, et al. 2003.

. Os dados foram submetidos analise Regressdo e para concentra¢do de inibicao Clsg

pelos programas SAEG.

Bioensaio em II “
Placa de petri

- r lg— Neio BDA

Disco de micélio6mm

Superficie do BDA espalhada com o éleo
essencial

Disco de micélio6mm

Meio BDA =—b{ _*_ _____
P T " Biocensaio em

Il A 4 A0 FD TS ES TR Paenena ot

B |

Papel filtro embebido com éleo essencial

Figura 1 Esquema de representativo do bioensaios de inibicdo (A) placa de petri em meio
BDA em o6leo essenciais de Cymbopogon nardus e Eucaliptus citriodora e o
composto majoritario citronelal. Fumigacdo (B) realizada em placa de Petri com

papel filtro umedecido 6leo essencial.
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2.7 Avaliacao do (ICM) Indice do Crescimento Micelial

Para avaliar o efeito dos 6leos essenciais € do composto majoritdrio citronelal na
velocidade crescimento micelial do fungo P. grisea, Aspergillus sp e C. musae foram
adicionados em meio BDA (Batata—Dextrose—Agar) autoclavado. Posteriormente, foram
adicionadas as concentracdes dos 6leos de E. citriodora e C. nardus na concentracao (0,47,
0,63, 0,94, 1,26 e 1,57 pL/cmz), e do composto citronelal (0,23, 0,31, 0,47, 0,63 e 0.79
uL/cm?) no tratamento com o fungo da antracnose as concentra¢des de E. citriodora e C.
nardus (0,079, 0,158, 0,238, 0,310 e 0,470 pL/cmz), composto majoritdrio (0,23, 0,31, 0,47,
0,63 ¢ 0,79 pL/cmz).com o controle meio BDA na auséncia do 6leo essencial. Os tratamentos
foram aplicados em placa de petri de nove cm de diametro, com quatro repeti¢des. Inseridos
no centro de cada placa um disco de micélio de seis milimetros de diametro repicado de uma
colonia dos respectivos fungos, apds sete dias de crescimento em meio BDA (Batata Dextrose
Agar). Ap0s a repicagem as placas foram colocadas em camaras de germinacdo a 27 °C por
sete DAI (Dias apds a inoculacdo) sob luz/escuro (12 horas) para os fungos P. grisea a
avaliacdo iniciou se aos sete dias apds a inoculagdo Aspergillus e C. musae devido o seu
crescimento rdpido o periodo foi de dois DAI (Dias apds a inocula¢do). O indice de
velocidade de crescimento micelial foi calculado segundo férmula adaptada por Oliveira

(1991).

Cl CE Cn
ICM = —
N, N, N,

Onde:
ICM= Indice de Crescimento Micelial
C1, C2, Cn= Crescimento Micelial das coldnias na primeira, segunda e dltima avaliagdo.

N1, N2, Nn= Nuameros de dias.

Ap6s a obtencdo dos dados foram realizados analise de varianca e posteriomente aplicar o

teste de tukey ao nivel de 5 % de probabilidade com auxilio do programa SAEG
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3. RESULTADOS

Os 6leos essencais apresentaram sete constituintes para E. citriodora e dez para C.
nardus que foram identificados por CG-EM. Entre os compostos majoritdrios encontrados no
Oleo de E. citriodora destaca o citronelal com 61,78 %, seguido de isopolegol com 11,89 %.
Enquanto, que no 6leo de C. nardus os constituintes predominantes o citronelal 36,53 %,
geraniol com 25,56 % e P-citronelol 13,10 %. Em todos os O6leos analisados houve
predominancia dos monoterpenos conforme mostrados na Tabela 1. De modo geral, todas as
concentracoes dos 6leos essenciais e do composto majoritarios citronelal exerceram a inibicao
do crescimento micelial dos fungos Tabela 2. Na concentracdo de 60 ppm do 6leo de C.
nardus e 80 ppm do 6leo de E. citriodora houve, 100 % de inibi¢do dos fungos (Figura 2).
Além da inibi¢do observou uma diferenca na coloragdo apresentada por Aspergillus sp e C.

musae em contato com 6leo essencial de C. nardus (Figura 3).
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Figura 2. Inibicdo do crescimento micelial dos fungos Aspergillus sp, Colletotrichum
musae e Pyricularia grisea cultivado em meio de cultura BDA, na auséncia e
presenca do 6leo essencial de Cymbopogom nardus e Eucaliptus citriodora.
Experimento controle apresentando colonia de P. grisea, Aspergillus sp e C.
musae (A, B e C, respectivamente). Inibicdo de crescimento micelial de
Pyricularia grisea, Aspergillus sp e Colletotrichum musae na presenca de dleo
essencial de citronela (60 ppm) (C, D e F, respectivamente). Inibicdo de
crescimento micelial de P. grisea, Aspergillus sp e Colletotrichum musae na
presenca de Oleo essencial de Eucaliptus citriodora (80 ppm) (G, H e I,
respectivamente).
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Figura 3. Avaliacao do efeito do 6leo essencial Cymbopogon nardus e na coloragao dos
fungos Aspergillus sp, Colletotrichum musae cultivado de cultura Batata
Dextrose Agar (BDA). Sendo, (A, B) desenvolvimento dos fungos
Colletotrihum musae e Aspergillus sp na auséncia de Oleo essencial de
Cymbopogon nardus (C, D) desenvolvimento dos fungos Colletotrichum
musae e Aspergillus sp na presenca do 6leo essencial C. nardus.
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Atividade “in vitro” dos Oleos essenciais € do composto majoritario citronelal no
fungo Aspergillus sp demonstra que a concentracdo de inibi¢cdo (Clsp) no periodo de seis dias
foi de 0,766 ul/cm? com intervalo de confianca (0,470-0,824 ul/cmz) para Oleo de E.
citriodora, 0,688 ul/cm? com intervalo de confianca (0,583-0,948 ul/cmz) para o 6leo de C.
nardus e 0,310 ul/cm? com intervalo de confianca (0,230-0,0,375 ul/cmz) para o composto
majoritario citronelal (Tabela 2). A Clso no periodo de dez dias foi de 1,166 ul/cm? para 6leo
de E. citriodora, 1,005 ul/cm? para o 6leo de C. nardus e 0,421 ul/cm? para o composto
majporitario citronelal (Tabela 2). Os intervalos de confianga dos Clsy para Aspergillus sp.
ndo se sobrepuseram aos intervalos de confianca aos 6leos essencial de C. nardus e E.
citriodora, ao contrério do que foi observado nos 6leos de E. citriodora e C. nardus, entdo, o
composto majoritario apresentou alta atividade de inibi¢ao do fungo Aspergillus.

O ClIsp para os fungos de P. grisea e C. musae foram diferenciados observadando
maior Clsy para o fungo de P. grisea nos periodos de avaliagdo nas concentracdes de (0,47;
0,63; 0,94; 1,26 e 1,57 pL/cm2) para 6leos de E. citriodora e C. nardus e para o composto
majoritdrio citronelal a concentracao de (0,23; 0,31; 0,47; 0,63 ¢ 0,79 pL/cmz), verifica-se que
o valores de Clsg estd diretamente relacionado com a concentragio do 6leo essencial, observa-
se quanto maior concentracdo maior a inibicao micelial. Entre os fungos verifica que o C.
musae foi altamente sensiveis aos Oleos submetidos, principalemtne no periodo de seis dias
(Tabela 2).

O ClIso de P. grisea determinado para os intervalos de tempo de 14 e 21 dias apds a
inoculacdo. Aos 14 dias ap6s inoculacdo o Clsy do 6leo de E. citriodora foi 0,56 uL/cm® C.
nardus 0,55 pL/cm2 e do composto majoritério citronelal de 0,06 pL/cm2 com alto poder de
inibicdo. Enquanto para os 21 dias o Clsy E. citriodora foi 0,699 pL/cm2 C. nardus 0,669
uL/cm? e citronelal 0,82 pL/cm?* (Tabela 2). De acordo com as andlises de regressdo linear
(Y=B, + Pix), os Clso para o 6leo de C. nardus e E. citriodora (0,47; 0,63; 0,94; 1,26 e 1,57
pL/cmsz/cm2) e do composto majoritdrio (0,23; 0,31; 0,47; 0,63 e 0,79 pL/cmz), observa-se
variaram em funcio da concentragdo do 6leo e tempo de inoculacio do fungo (DAT). A maior
concentracio de ICsy para o fungos de Aspergillus com 1,166 uL/cm” para o 6leo de E.

citriodora apés 10 dias de inoculagdo na placa de (Tabela 3).
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Tabela 1. Analise do Clsy (Concentragdo de Inibicdo de 50% do crescimento micelial dos fungos) para os fungos Aspergillus sp, Colletotrichum

musae e Pyricularia grisea .

Fungos Oleos essenciais DAI Inclinacao+(EPM) ClIs pL/cm2 IC (CIs) X P

Aspergillus sp E. citriodora 6 -3,763+1,178 0,766 0,470+0,824 1,388 0,463

C. nardus -3,848+1,140 0,668 0,583+0,948 0,134 0,045
ciwonelal  4474e1084 0310 02300375 0650 0217

E. citriodora 10 -4,614+1,375 1,166 0,971%1,505 0,975 0,325

C. nardus -3,200+1,108 1,005 0,777+1,408 0,634 0,211

citronelal -4,740+1,211 0,421 0,344-+ 0,505 0,343 0,114

Colletotrichum E. citriodora 6 -3,471+ 1,060 0,296 0,219+0,462 0,880 0,830

musae C. nardus -3,044+ 0,944 0,107 0,152+0,0447 1,375 0,711
_cwonelal T T T T

E. citriodora 10 -2,393+0,869 0,313 0,210%0,789 0,566 0,904

C. nardus -3,281+0,941 0,125 0,067+0,172 1,763 0,622

citronelal -6,334+1,733 0,106 0,139+0,227 2,763 0,4295

Pyricularia E. citriodora 14 -3,818+1,279 0,560 0,335+0,690 0,664 0,221

grisea C. nardus -3,566%1,226 0,558 0,338+0,717 1,398 0,466
_______ citronelal 200741296 0063 00010095 1568 0456

E. citriodora 21 -3,063+1,094 0,699 0,419+0,869 0,078 0,026

C. nardus -3,581+ 1,127 0,669 0,525+0,909 0,118 0,039

citronelal -3,907+1,422 0,320 0,212+0,433 1,503 0,751

DAI= Dias apos inoculacdo; Clso= Concentragao de Inibicao de 50% do crescimento do micélio do fungo; EPM=Erro Padrao da Media; IC=

Intervalo de Confianca; X’= Teste Q quadrado; P= Probabilidade ao nivel de 5%.
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Tabela 2. Estimativa dos coeficientes da equagio Y=PB, + B;x para predizer a concentraco de inibicdo (Clsy) dos fungos Aspergillus sp, Colletotrichum musae e Pyricularia grisea
para os 6leos de E. citriodora e C. nardus mais o composto majoritrio citronelal

Fungos Oleos essenciais Concentracio (uL/cm?) Parametros estimados
Bo(:EPM) B:(+:EPM) GL Feac P r’

Aspergilus E. citriodora 0,47 2,16 £0,74 0,63 +0,09 3 43,83 0,0027 0,95

0,63 0,84 +0,75 0,75 £0,09 3 59,28 0,0015 0,96

0,94 -0,11 £0,53 0,57 £ 0,06 3 69,59 0,0011 0,97

1,26 -0,85 +£0,40 0,42 £ 0,05 3 66,27 0,0012 0,97
_______________________________________ ST . -L9%055  045£007 3 4108 00030 095

C. nardus 0,47 2,16 £1,12 0,58 +0,14 3 16,33 0,0156 0,89

0,63 1,92 +0,69 0,46 £0,08 3 27,22 0,0064 0,93

0,94 -0,10 £ 0,40 0,46 + 0,05 3 81,08 0,0008 0,97

1,26 -0,54 £ 0,27 0,38 £0,03 3 119,45 0,0004 0,98
_______________________________________ ST . 069%019 024#002 3 9987 00006 098

Citronelal 0,23 2,16 £0,50 0,61 £0,06 3 89,07 0,0007 0,97

0,31 1,97 £0,31 0,50 +0,04 3 151,76 0,0002 0,98

0,47 -0,15+£0,22 0,30 £0,02 3 117,15 0,0004 0,98

0,63 -0,19 £0,16 0,18 £0,02 3 76,15 0,0009 0,97

0,79 -0,22 + 0,08 0,15 +0,01 3 180,62 0,0002 0,98

Colletotrichum musae E. citriodora 0,07 1,41 +£3,16 225+1,22 3 3,36 0,3100 0,87

0,15 2,30 £2,48 1,36 £ 0,66 3 4,24 0,1700 0,82

0,23 3,12+1,32 0,60 £0,18 3 10,76 0,0200 0,82

0,31 1,21 £0,52 0,50 £ 0,07 3 47,80 0,0010 0,95
________________________________________ 047 092%040 _ 033#005 3 3682 00018 093

C. nardus 0,07 1,67 £0,81 0,55 £0,11 3 23,78 0,0046 0,90

0,15 1,25 £0,54 0,49 £ 0,07 3 43,51 0,0012 0,94
________________________________________ 023 . 060%047 030006 3 2188 00054 090

citronelal 0,23 0,75 £0,48 0,73 £0,06 3 118,26 0,0001 0,97

0,31 -0,74 £ 0,61 0,25 +0,08 3 8,95 0,0304 0,80

Pyricularia grisea E. citriodora 0,47 2,16 £0,74 0,18 +0,02 3 43,83 0,0027 0,96

0,63 0,84 £0,75 0,21 £0,02 3 59,28 0,0015 0,97

0,94 -1,11£0,53 0,16 + 0,01 3 69,59 0,0011 0,97

1,26 -1,43 £0,45 0,11 £0,01 3 51,44 0,0020 0,96
________________________________________ LS7 o h9*0SS o ol12x002 3 4L08 00030 095 .

C. nardus 0,47 2,16 £1,12 0,16 +£0,04 3 16,33 0,0156 0,90

0,63 1,92 + 0,69 0,13 £0,02 3 27,22 0,0064 0,93

0,94 -0,10 £ 0,40 0,13 £0,01 3 81,08 0,0008 0,97

1,26 -0,54 £ 0,27 0,10 £ 0,01 3 119,45 0,0004 0,98
________________________________________ 57T 069019 007£000 3 9987 00006 098

citronelal 0,10 2,08 +0,38 0,12 £0,01 3 59,52 0,0045 0,97

0,13 -0,10 £ 0,99 0,15 +£0,04 3 13,44 0,0351 0,90

0,15 -0,80 £ 0,54 0,14 £ 0,02 3 37,50 0,0088 0,96

0,19 -0,90 + 0,38 0,08 £ 0,01 3 27,00 0,0130 0,94

\?:BO + B X, Poe PBicoeficiente da equacdo; EPM= erro padrdo da media; GL.,, = Grau de liberdade; F.,.=Fcalculado; P=probabilidade e 1* coeficiente de determinaga
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Foram determinadas as concentrag¢des de inibicao (Clsg) para os fungos Aspergillus sp,
C. musae e P.grisea sobre acdo de volatizacdo dos Oleos essenciais de C.nardus e E.
citriodora nas concentragdes de 0,023, 0,093, 0,117 e 0,140 uL/ml e do composto majoritdrio
citronelal 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 uL/ml (Tabela 4). A Cls para P. grisea foi de 0,100 pl/mL dos
Oleos essencial de E. citriodora e C. nardus e do composto majoritdrio citronelal na
concentracdo 0,005 pul/mL. Clsy sobre o fungo C. musae aos 14 foi 0,88 puL/ml do E.
Citriodora, C. nardus 0,88 uL/ml e do composto majoritario citronelal de 0,44 uL/ml. Aos 21
DAI o Clso de E. citriodora foi 1,13 uLL/ml C. nardu 1,00 pL/ml e citronelal 0,75 uL/ml. Para
Aspergillus sp na avaliacao de 6 DAI o Clsy E. citriodora foi 1,82 uL/ml C. nardus 0,94
pL/ml e citronelal 0,69 uL/ml para os 10 DAI o E. citriodora 2,83 pL/ml C. nardus 2,14
puL/ml e o citronelal 4,22 uL/ml.

Os menores valores de Clsy em contato direto ou por fumigacdo foram observados no
fungo C. musae. Em termos gerais, todo o experimento mostrou que os valores de Clsy de C.
musae dependendo da concentracdo foram até oito vezes a concentracOes utilizadas para os
fungos Aspergillus e P. grisea 6leos. Estes resultados podem ser visualizados na Tabela 3. De
acordo com as andlises de regressdo linear (Y=, + pix), os Clso do 6leo de C. nardus e E.
citriodora (0,023; 0,093; 0,117 e 0,140 uL/ml) e do composto majoritario citronelal (0,07;
0,011; 0,017 e 0,023 uL/ml). Observa-se, na Tabela 2 variacao da concentracdo em funcao do
6leo e do tempo de inoculagdo dos fungos. A maior Clsy para Aspergillus com 0,049 uL/ml; e
menor Clsg para o 6leo de C. nardus com 0,011 uL/ml apés 6 dias de inoculagdo na placa de
petri (Tabela 3). As equacdes de regressdes obtidas apresentaram coeficientes de
determinacdo com valores bastante diferenciados (Tabela 5). No contexto geral da técnica de
contato houve diferenca significativa entre os cinco e dez dias, no entanto optou-se por

apresentar as equagoes de cada dia, para melhor entendimento e visualizacdo do processo.
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Tabela 3. Analise do Clsy (Concentragdo de Inibicdo de 50% do crescimento micelial dos fungos) por fumigacdo dos 6leos essenciais de C.

nardus e E. citriodora e do composto majoritério citronelal para os fungos Aspergillus sp, Colletotrichum musae e Pyricularia grisea.

Fungos Oleos essenciais DAI Inclinacao+(EPM) Clsp uL/ml IC (CIs) x> P

Aspergillus sp E. citriodora 6 -4,652 + 1,256 0,021 0,016 - 0,025 1,717 0,429

C. nardus -2,697 + 0,820 0,011 0,005 - 0,014 3,944 0,986
_______ Citronelal . -3581%-1903 0008  0000-0012 0325 0568

E. citriodora 10 -4,723 + 1,449 0,033 0,028 - 0,042 0,225 0,056

C. nardus -3,093 £ 0,896 0,025 0,020 - 0,033 1,960 0,490

Citronelal -48,35 + 8,272 0,049 0,042 - 0,057 0,284 0,867

Colletotrichum E. citriodora 6 -13,882 + 4,780 0,074 0,124 - 0,023 2,214 0,529

musae C.nardus mmeeee e s s e
_______ Citronelal T TTTTTTT T T

E. citriodora 10 -5,777 £ 2,068 0,090 0,112 -0,048 1,909 0,591

C nardus e e e e e

Citronelal e e e e e

Pyricularia E. citriodora 14 -3,128 + 1,039 0,010 0,006 - 0,014 1,55 0,010

grisea C. nardus -3,842 + 1,362 0,010 0,006 - 0,012 1,99 0,020
_______ Citronelal 20681251 0005  0000-0011 006 0960

E. citriodora 21 -3,346 + 1,030 0,013 0,009 - 0,016 2,52 0,843

C. nardus -4,715 + 1,431 0,011 0,008 - 0,014 1,66 0,831

Citronelal -2,098 £ 0,956 0,008 0,004 - 0,018 0,02 0,989

DAI= Dias apds inoculacio; Clsp= Concentragdo de Inibicdo de 50% do crescimento do micélio do fungo; EPM=Erro Padrao da Media; IC= Intervalo

de Confianca; X%= Teste Q quadrado; P= Probabilidade ao nivel de 5%
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Tabela 4 Estimativa dos coeficientes da equagdo Y=B, + B;x para predizer a concentragdo de inibicio (Clsy) dos fungos Aspergillus sp, Colletotrichum musae e Pyricularia grisea
para os 6leos de E. citriodora e C. nardus mais o composto majoritrio citronelal

Fungos Oleos essenciais Concentracio (uL/cm?) Parametros estimados
Bo(:EPM) B:(+:EPM) GL Feyc P r’
Aspergilus sp E. citriodora 0,023 8,25 +0,35 0,11 +£0,06 3 3,00 0,2250 0,77
0,047 0,68 +£0,31 0,99 + 0,05 3 292,38 0,0030 0,99
0,070 0,81 + 0,60 0,86 +0,11 3 61,24 0,0150 0,98
______________ 0111 097+083  108%0I5 3 5002 0019 098
C. nardus 0,023 1,75+ 0,32 0,71 £ 0,05 3 141,26 0,0070 0,99
0,047 1,22 £ 0,46 0,75+ 0,08 3 81,06 0,0120 0,98
0,058 0,75+ 0,86 0,75+0,15 3 22,92 0,0410 0,95
______________ 0116 -100£021  056%003 3 20250 00040 099
Citronelal 0,011 2,16 £ 0,50 0,61 0,06 3 88,93 0,0007 0,97
0,023 1,97 £0,31 0,50 £ 0,04 3 151,76 0,0002 0,98
0,038 0,37+0,11 0,23 +0,01 3 242,25 0,0001 0,99
0,058 -0,10 £ 0,20 0,17 £ 0,02 3 46,59 0,0024 0,95
Colletotrichum E. citriodora 0,023 9,00 0,00 3 e e 1,00
musae 0,058 1,38 £ 0,69 0,55+ 0,08 3 38,62 0,0034 0,95
0,117 0,80 +0,22 0,43 +£0,02 3 223,30 0,0001 0,99
_____________ 0,076 T T T T T
C. nardus. 0,023 7,90 + 0,36 0,11 £0,04 3 6,02 0,0700 0,77
_______________________________________ 0,058 T T T T T
Citronelal 0,023 3,13+0,26 0,20 + 0,03 3 36,43 0,0030 0,9492
0,047 e 3 — e
0,070 — e 3 - e
Pyricularia grisea E. citriodora 0,006 2,20+1,32 0,19 + 0,06 3 7,63 0,1090 0,89
0,011 0,85+0,60 0,18 £ 0,03 3 35,23 0,0270 0,97
0,017 0,80+0,53 0,15 +0,02 3 29,89 0,0310 0,96
_______________________________________ 0023 97E112024  016%001 3 17633 00050 099
C. nardus 0,006 2,00+ 1,18 0,17 0,06 3 8,33 0,1020 0,89
0,011 1,35+0,76 0,17 0,03 3 19,13 0,0480 0,95
0,017 1,94E-9 + 0,47 0,18 0,02 3 56,33 0,0170 0,98
_______________________________________ 0023 . .....050£047 018002 3 35633 00170 098
Citronelal 0,006 1,75 +£0,58 0,15+0,03 3 26,38 0,0350 0,96
0,011 0,75 £ 0,58 0,15+0,03 3 26,38 0,0350 0,96
0,017 0,05 + 0,34 0,14 £ 0,01 3 66,76 0,0140 0,98
0,023 -1,00 + 0,23 0,16 0,01 3 176,33 0,0056 0,99

S?:Bo + BiX, Po e Picoeficiente da equagdo; EPM= erro padrio da media; GL.,, = Grau de liberdade; F ,.=Fcalculado; P=probabilidade; e 1’ coeficiente de determina¢a
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O indice de crescimento micelial (ICM) do fungo Aspergilus sobre o efeito do dleos
essenciais na concentracdes de (0,47, 0,63, 0,95, 1,26 e 1,58 pL/cmz), com ICM médio das
concentracdes do dleo de E. citriodora foi de 3,56, 2,59, 0,58, 0,39 e 0,34 cm/dias. Enquanto,
no 6leo de C. nardus houve um crescimento médio de 2,84, 2,60, 1,11, 0,66 e 0,18 cm/dia e
no composto majoritdrio citronelal nas concentracoes de (0,23, 0,31, 0,47, 0,63 e 0,79
pL/cmZ) o ICM foi de 3,43, 3,01, 0,58, 0,34 e 0,25 cm/dia, na testemunha o ICM foi igual a
7,5 cm/dia (Figura 4A).0 ICM do fungo P. grisea em contato com O6leos essencial nas
concentracdes (0,47, 0,63, 0,95, 1,26 e 1,58 pL/cm2), o ICM na concentragdo do 6leo de E.
citriodora foi de 0,84, 0,75, 0,19, e 0,05 cm/dia, difenrenciando o ICM do 6leo de C. nardus
(1,01, 0,77, 0,13, 0,12 e 0,08 cm/dia, respectivamente) no composto majoritario citronelal na
concentracao de (0,23, 0,31, 0,47, 0,63 e 0,79 pL/cmz). Observa-se que o 6leo C. nardus
influenciou direatamente no ICM de P. grisea( Figura 4B). Para Indice de crescimento
micelial do fungo C. musae o efeito dos dleos de eucalito e C. nardus nas concentragdes
(0,07, 0,15, 0,23, 0,31 e 0,47 uL/cm?®), com ICM de (7,,37; 7,06; 4,25; 3,56; 2,06 cm/dia,
respectivamente) e C. nardus (4,09; 2,90; 1,75; 0,00; 0,00 cm/dia, respectivamente).
Enquanto, as concentragdes de citronelal (0,03, 0,06, 0,12, 0,15 pL/cmz) apresentaram o ICM
de (3,00, 0,27, 0,00, 0,00, 0,00 cm/dia, respectvamente), sendo a testemunha 7,5 cm/dia
Figura 1C.
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Figura 4. Avaliacdo do indice crescimento micelial (ICM) para os fungos Aspergillus,
P. grisea e C. musae. Sendo (A) crescimento micelial dos fungos
Aspergillus, P. grisea e C. musae em diferentes concentracdes de E.
citriodora. (B) crescimento micelial dos fungos Aspergillus, P. grisea e C.
musae em diferentes concentragdes de C. nardus e (C) crescimento micelial
dos fungos Aspergillus sp., P. grisea e C. musae em diferentes
concentracoes de citronelal.
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4. DISCUSSAO

A composi¢do do 6leo essencial e tempos de retencdo estdo expostos na Tabela 1.
Estes dleos essenciais sdo citados como possuidor de mais de 80 substancias, a partir do qual
citronelal, citronelol, geraniol, limoneno e ésteres tém particular importancia (MAIA et al.,
1998; MARCO et al., 2007). Como mostra a tabela 2, a andlise cromatografia gasosa —
espectrometria de massa (CG-EM) resultou na identificacdo de 14 constituintes. Entre os
constituintes, o citronelal se apresentou como o componente majoritdrio principal dos 6leos
essencial de E. citriodora e C. nardus com 61,78% e 36,6 % respectivamente do total de
constituintes presentes. Estes resultados confirmam os encontrados por outros pesquisadores
em relatos anteriores, onde € registrado que citronelal e geraniol sdo os principais
constituintes do 6leo essencial de C. nardus e até mesmo de outras plantas (SIMIC et al.,
2008). Os componentes citronelal, geraniol e citronelol pertencem a um grupo de compostos
constituintes de Oleos essenciais definidos como terpendides. Esse termo designa os
compostos que sdo derivados de unidades do isopreno que, por sua vez, origina-se
biossinteticamente do 4cido mevalonico. Os esqueletos carbonados dos terpenoides sdo
formados pela condensagdo de unidades de isopreno e, dessa maneira, esses constituintes sao
classificados como monoterpenos aciclicos, com base nas suas estruturas quimicas (SIMOES;
SPITZER, 2007).

Todos os O6leos mais o composto majoritdrio citronelal tiveram atividade no
crescimento micelial por contato direto e por fumigacdo para fungos (Tabela 2 e Tabela 4) e
em todas as concentracdes os Oleos essenciais de E. citriodora e C. nardus o composto
majoritdrio citronelal inibiram o crescimento micelial 100%. Os resultados da atividade
fungitéxica dos Oleos essenciais de C. nardus e E. citriodora estdo condizentes com o0s
diversos efeitos biologicos de Oleos essenciais relatados na literatura. Os principais
constituintes do 6leo essencial utilizado, tais como, citronelal, geraniol, elemol, B-citronelol,
isopulegol, tém atividades antifingicas comprovadas para diversas espécies de fungos
(MARCO et al., 2007). A Clsy de Aspergilus foi fortemente inibindo pelo composto citronelal
com a concentracdo de (0,31 pL/cmz) aos 6 DAI e (0,42 pL/cm2) aos 10 DAI seguido dos
Oleos essenciais de C. nardus e E. citriodora (Tabela 2). Os efeitos de inibi¢do do crescimento
micelial de vdrios fungos em bioensiaos in vitro com 6leo essencial de E. citriodora e seus
compostos majoritarios ja foram demostrados, com variagdo na concetracdo de inibi¢cdo
(FIORI, 2000), segundo Ramenzani et al. (2002) relataram a inibicdo do crescimento de seis

espécies de fungos fitopatogenicos por 6leo essencial de espécies de Eucalyptus e pelo
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monoterpeno citronelal, principal constituinte do 6leo de E. citriodora (SU et al., 2006).

O Clsp do constituinte citronelal para os fungos foi o que teve menores valores
seguidos do dleo de C. nardus e E. citriodora. Ao contrario foi observado Clsy aos 10 DAI o
6leo de E. citriodora apresentou maior Clsg, seguido de C. nardus e com menor efeito foi o
citronelal O ICM (Indice de crescimento Micelial) para Aspergilus e C. musae apresentaram
maiores crescimento micelial, seguido do de P. grisea, com diferenca significativa entre as
concentracoes sobre os 6leos e dos respectivos fungos. Para o fungo da P. grisea demonstrou
inibicao do crescimento micelial por todos os 6leos sobressaindo o 6leo de C. nardus seguido
pelo composto majoritario Citronelal (Tabela 3 e 5). Resultados semelhantes mostram efeito
dos terpenoides sobre fungos fitopatogenicos Phytophora infestans (HAMMER et al., 2002;
VELLUTI et al., 2003, 2004; PAWAR and THAKER, 2006; SOYLU et al., 2006), e na
inibicao micelial in vitro do fungo Monilinia fructicola, observou que o 6leo essencial de C.
nardus apresentou potencial para controle da doencga nas concentracdes de 20%, superior ao
Oleo de E. citriodora (SOUZA et. al., 2005). Sobre os fungos C. musae e C. gloeosporioides,
com inibi¢do em 100% do crescimento micelial na concentracdo de 1000uL/L a 1500uL/L
(MOLEYAR; NARASIMHAM, 2004).

Os Oleos esséncias de E. citriodora e C. nardus € o composto majoritario Citronelal
apresentaram efeito de fumigacido nos fungos Aspergillus, P. grisea e C. musae, inibindo
fortemente o crescimento micelial. Com maior efeito de fumigag¢do no composto citronelal,
com mais atividade que os Oleos essenciais de E. citriodora e C. nardus. Resultados
semelhantes foram verificados com o6leos de C. nardus comparando com outros o6leos
essenciais como eucalipto citriodora (SOUZA et. al., 2005). Com relac@o ao efeito dos 6leos
essenciais de E. citriodora e C. nardus foram verificadas “in vitro” inibi¢do do crescimento
do fungo Monilinia fructicola, comparativamente a atividade do 6leo de C. nardus foi
superior ao 6leo de E. citriodora para controle da podriddao parda em pessegueiro. No entanto,
a alta atividade fungistatica dos 6leos essenciais de C. nardus deve estd associado ao efeito
sinérgico com outros compostos presentes no Oleo entre eles geraniol com atividade
fungioestdtica superior ao outros compostos citronelol em cepa de Trichophyton
mentagrophytes (SHIM & LIM, 2004),

A atividade dos 6leos essencial de C. nardus e E. citriodora pode aos componentes
majoritdrios como o citronelal, geraniol e citronelol pertencem a um dos grupos de
constituintes comumente presentes em o6leos essenciais (terpenos) que, de acordo com a
literatura, agem principalmente contra a membrana citoplasmética dos microorganismos

(KNOBLOCH et al., 1989; SIKKEMA et al, 1995; DI PASQUA et al., 2007). Isto €
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justificado pelo caréter lipofilico destes compostos, sugerindo sua interagdo com membranas
dos microrganismos. E de fato, a hidrofobicidade dessas moléculas as possibilita se
particionarem nas membranas celulares dos fungos, alterando suas fungdes e as deixando mais
permedveis (BURT, 2004). Sendo assim, o efeito como perturbacio da membrana
citoplasmatica, ruptura do fluxo de elétrons, alteracdo no transporte de moléculas através da
membrana, inibi¢do de atividade de certas enzimas e coagulacdo do contetddo citoplasmético
sdo alguns mecanismos envolvidos na promo¢do do poder antimicrobiano dos o6leos
essenciais descritos na literatura (SIKKEMA et al., 1995; COX, 2000). A estrutura e funcdo
da membrana plasmatica na célula flingica é essencial para a sobrevivéncia do fungo, visto
que a ocorréncia de alteragdes na sintese ou manutencdo da membrana celular resulta
geralmente em letalidade (GOMPERTZ et al., 2000). Alguns autores colocam que pode ser
conseqiiéncia da interferéncia na biossintese de ergosterol ou uma interagdo direta com o
ergosterol, na alteracdo do perfil dos dcidos graxos da membrana plasmatica, na fun¢do da
H+/ATPase presentes na membrana plasmaética, no efluxo de K+ pela membrana, entre outros
fatores (HAWORTH et al., 1993; ARTHINGTON-SKAGGS, et al., 1999; LUNDE; KUBO,
2000; BORELI et al., 2008).

Essas informagdes colocam estes alvos como promissores na busca racional de novos
produtos com atividade antifiingica, os quais interfiram de alguma maneira com o
desenvolvimento dos fungos de Aspergillus sp, P. grisea e C. musea e outros efeitos
associados no crescimento micelial. E dessa forma, é sugestivo que as pesquisas com o 6leo
essencial de C. nardus e E. citriodora sejam aprofundadas com o objetivo verificar seu efeito
de sinergismos e antagonismo entre seus constituintes a fim de tentar esclarecer o melhor

modo de a¢do antifiingica em fungos fitopatogéncos.
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5. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

-Os dleos essenciais e o composto citronelal tem potencial antifingico e diminui a velocidade
de crescimento sobre os fungos Aspergillus sp, P. grisea e C. musae.

- O 6leo essencial de C. nardus e E. citriodora e do composto majoritdrio citronelal apresenta
alta atividade de fumigacao sobre o desenvolvimento micelial de Aspergillus sp, P. grisea e

C. musae;
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CAPITULO I1I

AVALIACAO ATIVIDADE HERBITOXICA DE OLEOS ESSENCIAIS DE Eucalyiptus
citriodora E Cymbopogon nardus NO CONTROLE E CAPIM COLCHAO E CAPIM
CARRAPICHO
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RESUMO

Os dleos volateis tém sido relatados como inibidores potenciais na germinacdo de
sementes e causadores de intoxicagdo em espécies vegetais, associada a perda de capacidade
fotossintética. Objetivou-se neste trabalho avaliar os efeitos dos 6leos essenciais obtidos de
citronella e eucalypus e do composto majoritdrio citronelal sobre capim-colchdo (Digitaria
horizontalis) e capim carrapicho (Cenchrus echinatus). Utilizaram-se os Oleos essenciais de
C. nardus e de E. citriodora e o composto citronelal nas concentracdes de 10 e 20%. A
aplicacdo dos 6leos essenciais foi realizada quando as plantas de capim-colchdo e capim
carrapicho encontravam-se no estadio de quatro folhas. Avaliaram-se a fitointoxicagao, altura,
massa seca da parte aérea e da raiz das plantas o numero de perfinho. Os 6leos de C. nardus e
E. citriodora e o composto citronelal causaram intoxicacdo em D. horizontalis e C. echinatus
apo6s 12 horas. Observou-se a redu¢do no acimulo de matéria seca da parte aérea e de raizes,
para o numero de perfinho somente teve efeito para o capim carrapicho. Os 6leos estudados

apresentam potencial bioherbicida para o controle destas plantas daninhas.

Palavras-chave: citronelal, bioherbicida, Digitaria horizontalis, Cenchrus echinatus
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ABSTRACT

HERBTOXICIY EVALUATION ACTIVITY IN CONTROLLING CRABGRASS AND
BURRGRASS WITH THE ESSENTIAL OILS OF Eucalyiptus citriodora AND
Cymbopogon nardus

The volatile oils have been reported as seed germination potential inhibitors and as vegetal
species Phytotoxicity associated with the loss of photosynthesis capability. It was this work’s
objective to evaluate the essential oils of C. nardus and E. citriodora and citronelal’s major
composite on crab grass (Digitaria horizontalis) and burrgrass (Cenchrus echinatus).The
essential oils of C. nardus and of E. citriodora and the citronelal composite were used in
concentrations of 10 and 20%.The essential oil’s application was done when the crabgrass and
burrgrass plants were at four leave stage. Phytotoxicity evaluation, of dry weight of the above
ground par t of the plant, and the root, and the number of tillers.The Oils of C. nardus and
eucalyptus, an the citronelal composite caused intoxication in D. horizontalis and C. echinatus
in plants 12 hours (HAT). This had an affect on crabgrass, but mainly it affected burrgrass, by
dry weight accumulative reduction on the above-ground-part of the plant, and on the roots;
and on the number of tillers. The studied oils present a potential herbicide on controlling these

weeds.

Key-words: citronelal, bioherbicida, Digitaria horizontalis, Cenchrus echinatus
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1. INTRODUCAO

Estudos sao importantes tendo em conta o ambiente e a preocupacdes com a sauide
humana, vem aumentando a resisténcia herbicida sintético, portanto, hd uma necessidade de
procurar novos compostos mais seguro e com capacidade de supressdo de plantas daninhas
(SINGH et al., 2003; DAYAN et al., 2009). O uso excessivo dos herbicidas atuais disponiveis
no mercado tem contaminado do ambiente, além do surgimento de novas plantas resistentes,
sdo problemas reais resultando um crescente interesse em se encontrar alternativas que busque
o desenvolvimento de novos compostos, 0s quais possam assegurar aumento na produtividade
agricola com base na sustentabilidade em longo prazo. Neste sentido, a alelopatia pode ser de
grande importancia, pois possibilita a identificacdo de compostos, os quais poderdo servir
como base para a producdo de herbicidas mais especificos e menos prejudiciais ao ambiente
quando comparados aqueles em uso atualmente na agricultura. Alelopatia pode ser definida
como processo que envolve metabdlitos secundérios produzidos por plantas, algas, bactérias e
fungos que influenciam o crescimento e desenvolvimento de sistemas biologicos (ANAYA,
1999)

Os problemas de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas estdo relacionados
devido ao uso constantes e a falta de novas moléculas para producdo de novos herbicidas
altamente eficientes e seletivos. Dessa maneira, associado ao cultivo de monoculturas € o
incorreto manuseio tem proporcionado a selecdo de plantas resistentes aos herbicidas atuais
(CARVALHO, 2004). Por isso, nos ultimos anos, vem aumentando a necessidade de estudos
de novos métodos de controle para plantas daninhas. Principalmente, estudos baseado em
mecanismo que envolva os principios bioldgicos, fisioldgicos e ecolégicos com forma de
diminuir a contaminacdo ambiental e a selecdo de plantas resistentes (BALBINOT JR et al.,
2002). Estudos de herbicidas naturais podem ser aplicados como formulagdo sem
transportadora ou misturados com diferentes volumes de transportadoras na calda. A este
respeito, O massa seca de urtiga queima (Urtica urens L.) reduziu em 90% com 12-61 L de
6leo de cravo / ha, enquanto 21-38 L de 6leo de cravo / ha reduziu o massa seca de beldroega
comum (Portulaca oleracea L.) de biomassa para o mesmo nivel (BOYD e BRENNAN,
2006). A eficacia do herbicida variou de acordo com o estigio de crescimento de plantas
daninhas e da concentracdo herbicida na calda (BOYD et al. 2006; SMITH 2004, 2006).
Curran (2004) mostraram controle de 99% do caruru (Amaranthus spp.) e Velvetleaf

(Abutilon theophrasti Medicus), com mistura de 6leo 23-47% de cravo em um volume de
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calda de 281 L / ha ou 12 a 23% mistura de 6leo de cravo em um volume de calda de 562 L. /
ha quando as ervas daninhas foram inferiores a 7,6 centimetros de altura.

Estudos recentes verificaram que atividade do 6leo essencial com poder de herbicidas
para diferentes espécies de plantas (ENS et al., 2009), apresentando potencialidade de
controlar plantas. Contudo, estudos realizados por Clay et al. (2005), com 6leo essencial de C.
nardus verificou atividade fitotoxica para Fraxinus excelsior e Prunus avium. Sendo
observada também a atividade fitotéxica do o6leo de E. citriodora para Amaryllis
(Hippeastrum hybridum), influenciando diretamente sobre o desenvolvimento da planta (EL-
ROKIEK & EID, 2009). A atividade fitoxicidade do 6leo essencial esta associada diretamente
a perda da capacidade fotossintética da planta (BATISH et al., 2004).

Devido a prévios estudos que relata a fitoxicidade de 6leos essencial para plantas
daninhas, verifica-se a necessidade de novos estudos relacionados a fitotoxica para diferentes
espécies de Erva daninhas presente nas lavouras do estado do Tocantins. Sendo assim, este
trabalho tem por objetivo avaliar a atividades do 6leo essencial obtidos de C. nardus e E.
citriodora e do composto majoritdrio citronelal para Digitaria horizontalis e Cenchrus
echinatus. Associado ao potencial de controle e bioprospec¢do dos 6leos como herbicidas

alternativos para o controle das referidas espécies.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

O trabalho foi conduzido na Universidade Federal do Tocantins — Campus
Universitdario de Gurupi — as atividade de fitoxidade e a extracdo do 6leo essencial foram
obtidas no Laboratério Manejo Pragas e bioensaios foram conduzidos na casa de vegetacao

climatizada presente na estacao experimental do Campus Universitario de Gurupi.

2.2 Obtencao dos dleos essenciais

Método de obtencdo dos O6leos essenciais de E citriodora e C. nardus idem no

Capitulo L.

2.4. Identificacoes por Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massas (CG/EM)

A andlise cromatografica (CG) dos 6leos essenciais de C. nardus e E. citriodora foram

divididas 3 amostra para cada 6leo (CG-EM) dados mostrado idem Capitulo L.

2.3. Bioensaios

Sementes de capim-colchdo (D. horizontalis) e capim carrapicho (C. echinatus) foram
semeadas em caixas plasticas com dimensdes de 42 x 28 x 12 cm (C x L x A) preenchidas
com substrato comercial PLANTMAX®. As plantulas no estiddio de duas folhas foram
transplantadas para vasos de polietileno com capacidade de 0,2 L preenchidos com substrato
comercial PLANTMAX®. Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados, com seis
tratamentos e duas testemunhas em quatro repeticdes. Os dleos de C. nardus (10 e 20 %) e de
E. citriodora (10 e 20 %) e o composto citronelal (10 e 20 %) foram homogeneizados em
dgua destilada com adicdo de espalhante adesivo Tween 80 (0,03 %). Duas testemunhas
foram adicionadas ao ensaio; (1) Tween 80 (0,03 %) em agua destilada e (2) apenas dgua
destilada. Quando as plantas encontravam-se no estddio de quatro folhas, realizou-se a
aplicagdo dos tratamentos, com borrifador manual e com cobertura total da parte aérea,

evitando-se o escorrimento da calda aplicada.
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Avaliou-se a fitointoxicacdo apés 12 e 24 horas da aplicagdo dos tratamentos com
notas de variando de 0 (auséncia de sintomas) a 100 % (morte da planta). Aos sete dias apds a
aplicacdo dos tratamentos avaliou-se a altura, a massa seca da parte aérea e da raiz. Os dados

172

foram transformados em arcsen (x/100) "~ e submetidos a andlise de variancia. A comparagao

de médias foi realizada pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade pelo programa estatistico

SAEG.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintomas de fitotoxicidade ocasionados pelos 6leos essencial de C. nardus e Eucaplito
e do composto majoritdrio citronelal para Digitaria. horizontalis € Cenchrus echinatus foram
observados, apdés 12 horas da aplicagdo dos tratamentos (HAT), sendo caracterizados por
pontos com aspecto encharcados, sendo caracteristicas de perda de permeabilidade da
membrana, em seguida tornaram-se cloréticos. Tais sintomas foram mais evidenciados em
plantas tratadas com citronelal e 6leo de E. citriodora (Tabela 2), demonstrando que o
composto citronelal apresenta efeito herbicida em plantas. Batish et al. (2006) avaliando a
toxicidade de 6leo essencial de E. citriodora sobre plantas, verificaram alta toxicidade de 6leo
da espécie E. citriodora que apresenta o citronelal como principal composto majoritario com
cerca 61.78 % (TABELA 1). A severidade e a velocidade do aparecimento dos sintomas
foram semelhantes aos provocados pela aplicacdo de herbicidas inibidores do fotossistema I
(Dados nao mostrados). Os resultados obtidos podem esta associada a captura de elétrons
provenientes da fotossintese e formagao de radicais livres responsdveis pela peroxidacio de
lipidios, conforme observacdes realizadas por Silva et al. (2007). Alem disso, pela perda do
conteddo da clorofila pela acdo de monoterpenes que interfere com maquinaria de

fotossintética da plantas (BATISH et al., 2004).
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Figura 1. Efeito dos 6leos esséncias a 20 % A= C. nardus; B= E. citriodora; C= Composto

citronelal.
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A severidade dos sintomas ocasionados pelo 6leo de C. nardus e E. citriodora e
citrolelal pode estd associada a capacidade dos 6leos de romper a integridade da membrana,
resultando no aumento da permeabilidade da membrana e vazamento de soluto. Dessa forma,
o aumento da permeabilidade da membrana ocorre a perda dos processos fisiologicos e
bioquimicos de D. horizontalis € C. echinatu. As observacdes neste trabalho assemelham com
trabalho, onde verificou acdo dos constituintes dos 6leos essenciais sobre desenvolvimento de

planta (SINGH et al., 2005).

Tabela 1. Valores de fitointoxicacao (FITO), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de

raizes (MSR) e nimero de perfilhos (NPERF) de plantas de capim-colchao

TRATAMENTO FITO 12 h*  FITO 24 h* MSPA (g) MSR (g) NPERF

Oleo Citronela 10%  0,0483 ab 0,0642 cd 0,0025 be 0,0025 be 0,0175
Oleo Citronela 20%  0,0591 a 0,0642 cd 0,0020 ¢ 0,0021 ¢ 0,0162
Citronelal 10% 0,0316 ¢ 0,0547 bc 0,0037 a 0,0042 a 0,0216
Citronelal 20% 0,0360 c 0,0706 a 0,0031 ab 0,0032 b 0,0199
Oleo Eucalipto 10%  0,0340 ¢ 0,0447 c 0,0023 ¢ 0, 0025 be 0,0158
Oleo Eucalipto 20%  0,0384 bc 0,0589 cd 0,0023 ¢ 0, 0024 bc 0,0191
Tween 80 0,0000 ¢ 0,0000 d 0,0036 a 0,0045 a 0,0188
Testemunha 0,0000 ¢ 0,0000 d 0,0037 a 0,0043 a 0,0182

C. V. (%) 13,45 9,27 9,75 9,36 19,13

* = Fitointoxicacgdo avaliada as 12 e 24 horas apds a aplicagcdo dos tratamentos.

O aparecimento de sintomas em plantas tratadas com 6leo de C. nardus as 12 HAT
(Tabela 1) pode ser inferido pela menor quantidade do composto majoritario citronelal
(36,53%) presente em sua composi¢cdo (Tabela 2 e 3). No entanto, ap6s 24 HAT, os sintomas
de intoxicacdo foram mais pronunciados em plantas tratadas com 6leo de C. nardus 10 e 20%.
Apesar da menor quantidade de citronelal no 6leo de C. nardus, outros compostos
majoritarios presentes podem estd aumentando o efeito de sinergismo com o citronelal,
aumentando o efeito fitotoxico desse Oleo sobre D. horizontalis e C. echinatus. Sendo
evidenciada, também, ap6s 24 HAT, uma maior intoxicacdo em plantas tratadas com 6leo de

E. citriodora e citronelal, numa concentragao de 20%.
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Tabela 2. Valores de fitointoxica¢do (FITO), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca

de raizes (MSR) e numero de perfilhos (NPERF) de plantas de capim-carrapicho

TRATAMENTO FITO 12 h* FITO 24 h*  MSPA (g) MSR (g) NPERF

Oleo Citronela 10%  0,0837 ab 0,0894 a 0,0150 bed 0,0157 ab 0,0750 ab
Oleo Citronela 20% 0,0960 a 0,0987 a 0,0133 cd 0,0083 bc 0,0000 ¢
Citronelal 10% 0,0846 ab 0,0891 a 0,0110d 0,0026 ¢ 0,0750 ab
Citronelal 20% 0,0835b 0,0893 a 0,0135 cd 0,0037 c 0,0000 c
Oleo Eucalipto 10%  0.0650 ¢ 0,0724 b 0,0185b 0,0132 ab 0,0750 ab
Oleo Eucalipto 20%  0,0893 ab 0,0947 a 0,0171 be 0,0096 bc 0,0000 ¢
Tween 80 0,0000 d 0,0000 c 0,0386 a 0,0144 a 0,1310 a
Testemunha 0,0000 d 0,0000 ¢ 0,0386 a 0,0143 a 0,1310 a
C. V. (%) 8,33 6.30 8.97 15.68 26.94

* = Fitointoxicagdo avaliada as 12 e 24 horas apds a aplicagcdo dos tratamentos.

Com a aplicagdo dos 6leos de C. nardus e de E. citriodora, na concentragdo de 20%,
houve redu¢do no acimulo de matéria seca da parte aérea e de raizes, sendo mais de 50% de
reducdo em relacdo a testemunha (Tabela 2). El-rokiek & Eid (2009), avaliando os efeitos do
Oleo de E. citriodora em plantas de aveia selvagem (Avena fatua), verificaram que a aplicagcdo
desse 6leo extraido de folhas secas ou frescas reduziu o acimulo de matéria seca da parte
aérea das plantas nas concentracdes de 12,5 e 25%. A aplicac¢do de 6leo de C. nardus 10%
também proporcionou maior redu¢do no acimulo de massa seca da parte aérea e de raizes. A
maioria dos estudos de avaliacdo do efeito herbicida do 6leo de C. nardus aborda somente
testes in vitro, com avaliacdes da germinacao de sementes e do desenvolvimento de plantulas.
O numero de perfilhos das plantas de capim-colchdo nao foi afetado pela aplicacdo dos 6leos
estudados, entretanto para o capim carrapicho houve diferenca significativa mostrando que a
inibicdo dos 6leos e do composto majoritario a 20%.

Associado aos efeitos fitoxidade dos 6leos essencial de C. nardus e E. citriodora e o
composto majoritdrio citronelal para D. horizontalis e C. echinatus podem estar associado
pela acdo lipofitica e o desacoplamento da fotofosforilagdo oxidativa em suprimir a respiracao
e assim o desequilibrio energia celular. Segundo Lorber e Muller (1976), demonstram que
terpenos volateis danificam mitocOndrias e assim prejudicam negativamente respiracdo e
metabolismo de energia. Diminuindo assim, o acumulo de matéria seca nas plantas tratadas

com Oleo essencial, além de afetar diretamente o desenvolvimento normal das plantulas.
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4. CONCLUSAO

O efeito do E. citriodora e C. nardus e do composto citronelal a 20% foi a que teve
maior efeito fitotoxico na planta provocando morte da planta no periodo de 24 horas e o efeito
téxico apareceu em menos de 1 hora apds a aplicacdo, por esses motivos podemos concluir
que apesar da C. nardus ter em menor quantidade do composto citronelal, o C. nardus teve
efeito de sinergismo podemos afirma que os 6leos essenciais tém efeito fitotoxico para planta
podendo ser futuros bioherbicidas. Os o6leos de E. citriodora, C. nardus e o composto
citronelal provocaram intoxicacdo, reducdo no actimulo de massa seca da parte aérea e de
raizes das plantas, sendo os efeitos téxicos visuais iniciados apds uma hora da aplicagdo.

Dessa forma, esses 6leos apresentam potencial herbicida.
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