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RESUMO: O declinio € a principal doenga da goiabeira causada pelo parasitismo de Meloidogyne enterolobii e
pelo fungo Fusarium solani, tem sido responsdvel pela erradicacdo de muitos pomares em ambito nacional, o que resulta
em elevada perda econdmica aos produtores. Devido a crescente pressdao da sociedade por produtos naturais e com o
aumento da importancia dos 6leos essenciais no manejo de doengas de plantas, o objetivo deste trabalho foi identificar os
principais componentes e avaliar o efeito fungitéxico do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus (citronela) sobre trés
isolados de Fusarium solani (UENF/CF163, UENF/CF241 e UENF/CF295). O ¢6leo essencial foi obtido por
hidrodestila¢do, utilizando o aparelho tipo Clevenger. Os compostos foram identificados por cromatografia gasosa e
cromatografia gasosa com detector de massas do dleo essencial. Para avaliar o efeito dos dleos essenciais no crescimento
micelial, esporulagdo e germinacio de esporos do fungo, foram utilizadas aliquotas de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 pL do 6leo
essencial que foram distribuidas na superficie do meio de cultura BDA contido em placas de Petri antes da repicagem do
fungo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado num esquema fatorial 1 x 6 + 1, (um 6leo, seis aliquotas
e uma testemunha adicional), com 5 repeti¢des. Os principais componentes encontrados no 6leo de C. winterianus foram o
geranial (28,62%), citronelol (23,62%) e neral (17,10%). A menor aliquota do 6leo essencial de citronela (SuL) inibiu em
mais de 90% a germinacdo de esporos dos isolados UENF/CF241 e UENF/CF295 e reduziu a producdo de esporos em

mais de 95% nos trés isolados, indicando que esse 6leo possui uma boa atividade fungitoxica para esses isolados.

PALAVRAS-CHAVE: Fungicida natural. Oleo volatil. Cymbopogon winterianus.

INTRODUCAO

Atualmente, uma das principais causas de
reducdo da producio de goiabas € o declinio, doenca
complexa causada pelo parasitismo do nematdide
Meloidogyne enterolobii Yang e Eisenback, 1983,
que predispde a planta a podriddo radicular causada
pelo fungo Fusarium solani (Mart.) Sacc. (GOMES
et al., 2011). Essa doenga foi responsavel pela
erradicacdo de aproximadamente 5.000 ha de
pomares de goiaba em Aambito nacional, o que
resultou em  perdas aos  produtores de
aproximadamente US$ 70 milhdes de ddlares
(PEREIRA et al. 2009; GOMES, 2012).

Devido as dificuldades relacionadas ao
manejo de fungos de solo e a crescente pressdo da
sociedade pela preservacdo do Meio Ambiente, t€ém
sido incentivadas as pesquisas que visam o uso de
métodos alternativos no manejo fitossanitdrio, desse
modo, os 6leos essenciais vém sendo estudados com
uma maior frequencia (ZACARONI et al., 2009,
SOYLU et al., 2010; FERRAZ; VALLE, 1997).

O uso de dleos essenciais como fungicidas
naturais apresenta indmeras vantagens: podem
conter compostos que os fungos ndo conseguem
inativar, sdo menos agressivos ao Meio Ambiente,
podem sofrer biodegradacdo e possuem multiplos
modos de acdo, o que amplia o espectro de agdo ao
mesmo tempo em que age de maneira seletiva
(FERRAZ; FREITAS, 2004).

Cymbopogon winterianus Jowit (citronela),
pertencente a familia Cardiopteridaceae, € uma
planta aromdtica muito parecida com a capim-limao
e seu Oleo essencial possui vdrios compostos, sendo
0s mais expressivos o citronelal, geraniol e
limonemo. Também ¢é conhecida por sua
propriedade repelente de mosquitos, bem como
também vem sendo pesquisadas como agentes
antifingicos e antibacterianos (COSTA et al., 2008).

O potencial de 6leos essenciais no manejo
de fitopatégenos tem sido evidenciado em vdrios
trabalhos. Cruz et al. (2012) ao avaliarem a
atividade do o¢leo de hortela-pimenta para um
isolado de F. solani observaram que, a partir da
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aliquota de 10 pL, houve inibicdo total do
desenvolvimento ‘in vitro’. O O6leo essencial de
citronela foi testado contra Pyricularia grisea,
sendo que na aliquota de 10 pL proporciona 100%
de inibicdo do crescimento micelial do fungo
(PERINI et al., 2013). Costa et al. (2008) estudando
o Oleo essencial de citronela no controle da bactéria
fitopatogé€nica Erwinia carotovora verificaram que
0 mesmo promoveu reducdo do halo de crescimento
da bactéria superior ao obtido com o uso de
tetraciclina.

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi
identificar os componentes presentes e avaliar o
efeito ‘in vitro’ do 6leo essencial de C. winterianus
frente a trés isolados de F. solani.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos
laboratérios do Nucleo de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico em Manejo Fitossanitdrio
(NUDEMAFI) do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade  Federal do  Espirito  Santo
(CCA/UFES), Alegre, ES.

O ¢leo essencial de citronela foi obtido por
hidrodestilagdo no laboratério de fitoquimicos do
NUDEMAFI de acordo com a metodologia
desenvolvida por Pinheiro et al. (2013). Uma
amostra de material vegetal fresco (100 g) foi
transferida para o baldo de destilagdo contendo dgua
destilada (2 L). O baldo foi acoplado ao aparelho do
tipo Clevenger e este ao condensador. A
hidrodestilagdo foi mantida por 3 horas apds o inicio
da ebulicdo da 4gua. A fase orgénica foi recolhida
por extragdo liquido-liquido do hidrolato (500 mL)
com pentano (5x30 mL). Nesta, foi vertida uma
quantidade em excesso de sulfato de sédio anidro
para retirada de dgua da amostra, procedendo-se a
sua filtracdo. O filtrado foi levado ao aparelho rota
evaporador para obten¢do do 6leo essencial.

A identificacdo dos componentes voldteis
foi realizada por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (CG-EM), modelo QP-
PLUS-2010 (SHIMADZU). A coluna
cromatogréfica utilizada foi do tipo capilar de silica
fundida com fase estacionaria Rtx-5MS, de 30 m de
comprimento e¢ 0,25 mm de didmetro interno,
utilizando-se hélio como gds de arraste. As
temperaturas foram de 220°C no injetor e 300°C no
detector. A temperatura inicial da coluna foi de
60°C, sendo programada para ter acréscimos de 3°C
a cada minuto, até atingir a temperatura maxima de
240°C (PINHEIRO et al. 2013). A identificacio dos
compostos foi obtida por comparacdes dos espectros
de massas com os existentes na biblioteca NIST,
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com a literatura e pelo indice de Kovat’s (ADAMS,
2007).

A quantificagdo dos constituintes quimicos
do ¢6leo essencial foi realizada por cromatografia em
fase gasosa em equipamento SHIMADZU GC-2010
Plus, equipado com detector de ionizacdo de chama
(CG-DIC). O gis de arraste utilizado foi o
nitrogénio e coluna capilar Rtx-5MS, 30 m de
comprimento e 0,25 mm de didmetro interno. As
temperaturas do injetor e do detector foram fixadas
em 240 e 250°C, respectivamente. A programagdo
de temperatura no forno foi a mesma utilizada nas
andlises por CG-EM. Uma quantidade de 10 mg da
amostra foi diluida em diclorometano (1 mL), sendo
injetado 1 pL da mistura (PINHEIRO et al., 2004).

Os trés isolados de F. solani usados neste
trabalho, obtidos de raizes de goiabeira com
sintomas de declinio, foram cedidos pela Clinica
Fitossanitdria da Universidade Estadual Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). Em tubos do
tipo Eppendof® de 2 mL de capacidade foram
adicionados as aliquotas de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 uL
do ¢leo de C. winterianus com 2 mL de suspensdo
aquosa contendo 2 x 10* conidios/mL do fungo,
obtidos a partir de col6nias em crescimento com
esporulagdo no meio de cultura Agar Batata
Dextrose-BDA, apds 10 dias de incubagdo em estufa
com demanda bioquimica de oxigénio (BOD),
regulada a temperatura de 25 + 2°C.

Como controle foi utilizada uma suspensio
de conidios (2 x 10* conidios mL") em dgua
destilada esterilizada. Apds 12 h de incubacio, foi
quantificada a germinacdo dos conidios com o
auxilio de uma camara de  Neubauer
(hemacitometro). Foram considerados como
germinados os conidios com tubos germinativos
apresentando comprimento igual ou superior a
maior dimensdo do esporo. O ensaio foi realizado
com cinco repeti¢des por tratamento.

Para se verificar o efeito do 6leo essencial
sobre o crescimento micelial, aliquotas de 5, 10, 15,
20, 25 e 30 uL do dleo essencial foi colocada no
centro de placas de Petri (9 cm de didmetro)
contendo o meio BDA e distribuidas sobre a
superficie do meio de cultura com auxilio de alca de
Drigalsky. Em seguida, um disco de 1 cm de
didmetro do meio de cultura contendo micélio de F.
solani com 10 dias de incubagdo foi transferido para
o centro das placas contendo uma das aliquotas
mencionadas anteriormente do 6leo essencial. As
placas foram seladas com papel aderente,
identificadas e incubadas em estufa tipo BOD sob
fotoperiodo de 12h, a temperatura de 25 °C
(SALGADO et al, 2003). A avaliagio do
experimento teve inicio 24h apds sua instalacio,
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realizando-se medicdes ortogonais do didmetro das
coldnias diariamente, sendo que cada medicdo
correspondeu  a média de duas medidas
diametralmente opostas da colonia fingica, tendo
como referéncia as placas testemunhas (BALBI-
PENA et al., 2006). O crescimento foi avaliado até
que a testemunha completasse todo o didmetro da
placa.

Ap6s a avaliag@o do crescimento micelial de
F. solani, realizou-se a contagem de esporos. Para
isso, foi preparada uma suspensdo de esporos, para
cada tratamento, através da adicdo de 10 mL de
dgua destilada as placas de Petri. Com o auxilio de
uma al¢a de Drigalsky, realizou-se uma leve friccao
da coldnia fingica, de modo que fossem liberadas as
estruturas reprodutivas do fungo do meio de cultura.
A suspensdo obtida foi filtrada em copo tipo béquer,
com auxilio de um funil de vidro e camada de gaze,
possibilitando a passagem da suspensdo aquosa
contendo os esporos, mas retendo os demais
materiais, como as hifas. A suspensdo foi
homogeneizada e, em seguida, quantificada o
nimero de conidios com o auxilio de uma camara
de Neubauer (hemacitémetro).

Para estudar o efeito do 6leo sobre os trés
isolados de F. solani, utilizou-se o Delineamento
Inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial
1 x 6 + 1 (um O6leo, seis aliquotas de cada 6leo e
uma testemunha adicional). Em todos os
experimentos foram utilizadas 5 repeticdes. Os
dados foram submetidos a analise de variincia e o
efeito das diferentes aliquotas no indice de
crescimento micelial, na redugdo da esporulacdo e
inibicdo da germinagdo de esporos foram analisados
por andlise de regressdo e pelo teste de Scott Knott.
Todas as andlises foram feitas com auxilio do
programa estatistico R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento do 6leo essencial das folhas
de C. winterianus, calculado em relacdo a massa
seca, foi de 2,02% (m m™). O valor encontrado por
Soares et al. (2008) foi de 1,30%. Os principais
componentes encontrados no 6leo de C. winterianus
(Tabela 1) foram o geranial (28,62%), citronelal
(23,62%) e neral (17,10%), sendo esses compostos
classificados como monoterpenos.

A presenca dos compostos citronelal no éleo
desta planta foi relatado por Labinas e Crocomo
(2002). Quintans-Junior et al. (2008) encontraram a
presenca de geraniol (40,06%), como o principal
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constituinte, seguindo pelos compostos citronelal
(27,44%) e citronelol (10,45%).

Leite et al. (2011) encontraram como
componentes majoritdrios do 6leo essencial de C.
winterianus o citronelal (36,19%), geraniol
(32,82%) e citronelol (11,37%). Ja Oliveira et al.
(2010) relataram que o O6leo essencial de C.
winterianus ~ apresentou  como  componentes
majoritirios o citronelal (34,60%), geraniol
(23,17%) e citronelol (12,09%). Segundo Chen e
Vijoen, (2010), o geraniol tem atividade anti-
séptica, inibindo o crescimento de fungos e de
bactérias.

O rendimento e a composi¢do quimica dos
Oleos essenciais sdo afetados por diversos fatores,
incluindo a espécie botanica, devido a diversidade
genética. Tais fatores sdo: as partes utilizadas e
metodologia empregada no processo de extracio,
fisiologia  inerentes a  planta (fase de
desenvolvimento, ciclo de polinizacdo, varia¢des
sazonais, condicdes de estresse da planta),
condi¢cdes ambientais tais como clima, polui¢do
atmosférica, caracteristicas do solo, luminosidade,
temperatura, pluviosidade, nutricdo, época e horario
de coleta, variagdes geograficas, interacdes entre
planta/planta, planta/microrganismos e
plantas/insetos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007,
MORAIS, 2009; AZAMBUIJA, 2011).

Apesar de os Oleos essenciais possuirem
quantidade varidvel de substincias, ¢ comum
ocorrer o predominio de um ou dois compostos em
maior quantidade. A atividade antiftingica pode
estar associada a presenca de um destes compostos
ou a acdo sinérgica de dois ou mais compostos
presentes (SILVA; BASTOS, 2007).

Quanto a atividade do 6leo essencial de C.
winterianus contra o fungo F. solani houve reducio
do crescimento micelial dos trés isolados em funcao
das aliquotas crescentes do 6leo estudado (Figura 1).

A inibicdo da germinacdo de esporos foi
verificada somente para o isolado UENF/CF163
(Figura 2), de modo crescente em fungdo das
aliquotas testadas. Para os demais isolados a menor
aliquota testada reduziu em mais de 90% a
germinacgdo de esporos. O modelo de regressdo que
mais ajustou para explicar esse comportamento foi o
modelo quadrético.

Em relacdo ao nimero médio de esporos
produzidos, as diferentes aliquotas nao apresentaram
efeito significativo, sendo que a menor aliquota
testada promoveu reducdo superior a 95% do
desenvolvimento dos trés isolados fiingicos,
indicando uma maior sensibilidade dos isolados na
presenca do 6leo.
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Tabela 1. Composicao quimica do 6leo essencial (%) e indice de Kovats calculado e tabelado para folhas de C.

winterianus.

Compostos % Area KI cal® KI tab”’
Limoneno 0,95 1036 1031
Linalol 0,67 1104 1098
Isopulegol 1,53 1153 1145
Citronelal 23,62 1161 1153
Citronelol 17,10 1236 1228
Neral 0,49 1249 1240
Geraniol 28,62 1263 1255
Geranial 0,63 1278 1270
Acetato de terpinen-4-ol 5,72 1341 1340
Acetato de citronela 1,09 1360 1354
NI 3,33 1362 _
Eugenol 0,15 1365 1356
Acetato de geranila 1,69 1383 1389
Beta-Elemeno 0,53 1397 1391
Germacreno-D 0,83 1485 1480
Delta-Cadineno 1,25 1531 1524
Elemol 5,27 1557 1549
NI 1,45 1583 _
Beta-Eudesmol 0,52 1641 1649
Torreol 1,44 1651 1645
alpha —Cadinol 2,96 1663 1653

*[ndice de Kovats calculado. °Indice de Kovats tabelado (ADAMS, 2007). “Néo-identificado.

\ --------------- Y venkcrie= 6,31-0,55x+0,11x>  R’=0,9488
6 N Y uenricr 20= 2,73-0,27x+0,006x”  R’= 0,7857
) Y uenpicr 205= 8,55-0,68x+0,01x>  R’*=0,8138

Crescimento micelial (cm)

0 5 10 15 20 25 30 35

Aliquotas de 6leo de Cymbopogon winterianus

Figura 1. Crescimento micelial (cm) ‘in vitro’de trés isolados de F. solani (isolados UENF/CF163,
UENF/CF241 e UENF/CF295) submetido a diferentes aliquotas (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 pL) do
6leo essencial de Cymbopogon winterianus.
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Y uenpicr 163= 59,55+3,54x-0,074x*>  R’=0,9447

Inibicao da germinacio de esporos (%)

0 5 10 15

T T T 1

20 25 30 35

Aliquotas de oleo de Cymbopogon winterianus

Figura 2. Inibi¢do da germinag@o de esporos (%) de isolados de F. solani isolados UENF/CF163 submetido a
diferentes aliquotas (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 uL) do dleo essencial de C. winterianus.

A potencial atividade do 6leo essencial de
C. winterianus contra os trés isolados de F. solani
pode estar relacionada a presengca de componentes
quimicos com ac¢do antifiingica. As substancias
encontradas nos 6leos apresentam diversos grupos
funcionais como: hidroxilas, carbonilas e duplas
ligacdes. Além disso, pressupde-se haver uma
oxidagdo dos constituintes celulares que sdo
metabolizados em outras substancias (SALGADO et
al., 2001). Embora a atividade bioldgica de 6leos
essenciais geralmente seja atribuida ao seu(s)
composto(s) majoritdrio(s), € importante ressaltar
que o efeito sinérgico ou antagbnico de um
composto em menor concentracdo na composicio
desse Oleo deve ser considerado, pois cada
componente pode ter sua parcela de contribuicio
para a atividade biolégica desses Odleos
(DAFERERA et al., 2003).

Souza et. al (2005) avaliaram, ‘in vitro’, a
eficiéncia de alguns fungicidas e 6leos essenciais de
eucalipto e C. winterianus para controle de
Monilinia fructicol. Os autores observaram que a
aplicacdo do 6leo de C. winferianus apresentou
potencial para controle do patégeno nas doses mais
elevadas, eficiéncia semelhante aquela mostrada
pelos fungicidas triazélicos e superior ao fungicida
azoxystrobin e ao 6leo de eucalipto. Pereira et al.
(2011), também obtiveram respostas positivas em
relacdo a inibicdo do desenvolvimento do fungo
Cercopora coffeicola com os mesmos 6leos. Perini
(2008) estudando o efeito curativo e preventivo do
6leo essencial de citronela e de fungicida (tiofanato
metilico) no manejo da brusone do arroz observou
que para o efeito curativo e protetor do dleo de
citronela na concentracdo de 2% obteve 0 mesmo

resultado que a aplicacdo do fungicida, promovendo
a reducdo de 50% dos sintomas da doenga.

A atividade antifiingica dos 6leos essenciais,
segundo alguns autores, pode estar relacionada com
sua propriedade hidrofébica, o que significa que ao
entrar em contato com o fungo, os componentes do
6leo interagem com a mitocdndria e com os lipideos
da membrana plasmitica, alterando a sua
permeabilidade, causando distdrbios estruturais, o
que pode promover a exposicdo do contetdo celular,
inclusive do nicleo (SILVA et al., 2003; BAKKALI
et al., 2008; COSTA et al., 2011 ). De fato, Rasooli
et al. (2006), utilizando microscopia eletronica de
varredura, conseguiram observar que a parede,
membrana e organelas celulares do fungo
Aspergillus niger sofreram severos danos quando
expostos aos 6leos essenciais de Thymus eriocalyx e
T. x-porlock, enquanto que o micélio apresentou
alteracdes morfoldgicas nas suas hifas, interrupcdo e
destruicdo das membranas  plasmdticas e
mitocondriais. Costa et al. (2011), estudando o
efeito do 6leo essencial de S. aromaticum sobre o
fungo Ralstonia solani, também observaram
diferentes alteracdes morfoldgicas das hifas.

Perini et al. (2013) ao avaliarem o 6leo
essencial de citronela também encontraram inibicao
total do crescimento micelial a partir da aliquotas de
10 pL para o P. grisea. Costa et al. (2008)
estudando o 6leo essencial de citronela no controle
da bactéria fitopatogénica Erwinia carotovora
verificaram que o 6leo promoveu uma reducdo do
halo de crescimento superior ao obtido com o uso de
antibidtico.
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CONCLUSOES

Os principais componentes identificados no
6leo de C. winterianus foram o geranial (28,62%),
citronelol (23,62%) e neral (17,10%).

Pode-se inferir que o 6leo essencial de C.
winterianus foi eficiente em todos os parametros
avaliados nesse estudo para F. solani, o que indica a
existéncia de compostos com agdo fungicida
presentes no referido 6leo e apresenta potencial para
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utilizacdo no manejo integrado do declinio da
goiabeira.
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ABSTRACT: The decline is the main disease of guava caused by parasitism of Meloidogyne enterolobii and the
fungus Fusarium solani, has been responsible for the eradication of many orchards nationwide, resulting in high economic
loss to producers. Due to increasing pressure from society for more natural products and to increase the importance of
essential oils in the management of plant diseases, the aim of this study was to determine the chemical composition and
evaluate the antifungal effect of the essential oil of Cymbopogon winterianus (citronella) on three isolates of Fusarium
solani (UENF/CF 163, and UENF/CF241 UENF/CF295). The essential oil was obtained by hydrodistillation using the
Clevenger type apparatus. The compounds were identified by gas chromatography and gas chromatography with mass
detector essential oil. To evaluate the effect of essential oils on mycelial growth, sporulation and germination of spores of
the fungus were used aliquots of 5, 10, 15, 20, 25 and 30 pl essential oil which were distributed on the surface of PDA
culture medium contained in Petri dishes before subculturing the fungus. The experimental design was completely
randomized with a 1 x 6 + 1, (an oil, six aliquots and an additional control) with 5 repetitions. The major components
found in the oil of C. winterianus were geranial (28.62%), citronellol (23.62%) and neral (17.10%). The lowest essential
oil of citronella (SpL) inhibited more than 90% spore germination of isolates UENF/CF241 and UENF/CF295 and reduced
the production of spores in over 95% in three isolates.

KEYWORDS: Fungicide natural. Volatile oil. Cymbopogon winterianus.
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