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RESUMO: As doencas de plantas sio responsdveis por perdas economicas em todos
os cultivos, afetam as plantas no campo e as sementes durante o armazenamento.
Diferentes técnicas de controle de patogenos sao utilizadas para minimizar impactos
negativos, entre elas tém-se usado bioextratos, 0s quais se apresentam como
alternativas desejdveis comparados ao controle quimico convencional. O presente
estudo objetivou avaliar a atividade antifiingica in vitro e in vivo de extratos de
pinhio manso (Jatropha curcas L.), cipreste (Cupressus sp.) e tiririca (Cyperus
rotundus L.), alho (Allium sativum L.) cebola (Allium cepa 1..) e gengibre (Zingiber
officinalis 1..) com diferentes processos de elaboragio, contra Phomopsis phaseoli
var. sojae, Fusarium sp., e a influéncia na germinacio e no vigor de sementes de
soja. Os bioextratos foram preparados utilizando-se 40 g de plantas (in natura
e seco a 55+ 2°C) e solucio dgua-metanol (1:3). Os extratos, ap6s filtrados e
evaporado o dlcool, foram divididos em duas fracdes, uma delas foi autoclavada
e ambas aplicadas nos isolados de culturas puras e diretamente nas sementes de
soja. A secagem promoveu melhora na eficiéncia dos bioextratos de alho, cebola
e gengibre no controle in vitro de Phomopsis phaseoli var. sojae enquanto que
os de cipestre e pinhdo manso foram menos efetivos. A autoclavagem resultou em
perda da capacidade fungitoxica do bioextrato de alho, enquanto no de cebola
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afetou negativamente o vigor das sementes a 10% v/v. O extrato de alho seco nio
autoclavado controlou eficientemente o desenvolvimento de Phomopsis phaseoli
var. sojae in vitro. Os demais bioextratos nao apresentaram eficiéncia significativa no
controle dos patgenos. Todos os bioextratos conferiram a semente de soja indice
de germinacao inferior quando comparado ao tratamento com Carbendazin+ Tiran.
O bioextrato de cebola, gengibre ambos in natura nio autoclavado e de tiririca
desidratada nio autoclavado melhoraram significativamente o percentual de
plantulas normais, comparado a testemunha. Entretanto, os bioextratos nio
diminuiram a contaminagao das sementes por Fusarium spp. e Phomopsis phaseoli
var. sojae. Portanto, o processo de autoclavagem é uma etapa importante podendo
afetar de maneira diferente a eficiéncia dos bioextratos estudados, assim como o
processo de secagem da matéria vegetal antes da preparagio dos bioextratos.

PALAVRAS-CHAVE: Alho; Cebola; Controle fingico; Extracio hidroalcodlica; Meio
ambiente.

BIOEXTRACT ACTIVITY IN THE DEVELOPMENT OF PHOMOPSIS
PHASEOLI VAR. SOJAE, FUSARIUM SP. AND IN THE TREATMENT
OF SOYBEAN SEEDS

ABSTRACT: Plant diseases cause high economic liabilities. They affect plants on the
field and seeds during storage. Different techniques for the control of pathogens
are employed to minimize negative impacts. Bio-extracts are alternatives when
compared to conventional chemical control. Current analysis evaluates in vitro
and in vivo anti-fungus activity of extracts of jatropha (Jatropha curcas L.), cypress
(Cupressus sp.), nutsedge (Cyperus rotundus L.), garlic (Allium sativum 1.), onion
(Allium cepa L.) and ginger (Zingiber officinalis L.), in different processes, against
Phomopsis phaseoli var. sojae, Fusarium sp., and their influence on germination
and vigor of soybean seeds. Bio-extracts were prepared with 40 g of the plants (in
natura and dried at 55=2°C) and a water-methanol solution (1:3). After filtering
and the evaporation of the alcohol, the extracts were divided into two fractions: one
was autoclaved and both were applied to isolates of pure cultures directly on the
soybean seeds. Drying improved the efficiency of garlic, onion and ginger bio-extracts
in in vitro control of Phomopsis phaseoli var. sojae, whereas cypress and jatropha
bio-extracts were less efficient. Autoclave caused the loss of the fungus-toxic capacity
of garlic, whereas it affected negatively onion seed vigor at 10% v/v. Non-autoclaved
dry garlic extract controlled efficaciously the in vitro development of Phomopsis
Dphaseoli var. sojae. The other bio-extracts failed to have any significant efficiency on
pathogen control. All bio-extracts provided soybean seeds a lower germination rate
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when compared to treatment with Carbendazin+ Tiran. Non-autoclaved onion and
ginger bio-extracts and dehydrated nutsedge significantly improved the percentage
of normal seedlings when compared to control. However, bio-extracts failed to
decrease contamination rate of seeds for Fusarium spp. and Phomopsis phaseoli
var. sojae. Auto-clave is, therefore, an important stage and affects differently the
efficiency of the bio-extracts analyzed and the drying process of the vegetal material
prior to the preparation of the bio-extracts.

KEY WORDS: Garlic; Onion; Fungus control; Hydro-alcohol extract; Environment.

INTRODUCAO

As doencas de plantas sio responsdveis por considerdveis perdas, em
especial para as culturas de importancia economica. Estas doencas podem ocorrer,
no campo, em qualquer fase do ciclo da planta, como também em pds-colheita
e durante o armazenamento (FLAVIO et al., 2014; GODOY et al., 2014). Para
minimizar os efeitos negativos dos microrganismos, virios métodos fisicos, quimicos
ou bioldgicos vém sendo empregados (MAIA et al., 2011; MEDEIROS et al., 2013b);
SANTOS et al., 2013; GOUVEA et al., 2011; FLAVIO et al., 2014). Os métodos fisicos
e biologicos constituem-se alternativas vidveis e desejaveis, em relacao ao quimico
convencional. O emprego dos denominados fungicidas naturais aparece como mais
uma opcao ao uso dos fungicidas sintéticos, em termos de eficiéncia de controle de
fungos (FRIAS et al., 2010; BUENO JUNIOR et al., 2012; MEDEIROS et al., 2013a;
SOUZA; CARDOSO, 2013).

Cruz et al. (1999a) utilizaram a fumigacdo com dgua aromatizada dos
seguintes géneros de plantas medicinais Tetradenia, Rosmarinus, Zingiber,
Ocimum, Artemisia, Achillea, Mentha, Baccharis, Ruta, Laurus e Eucalyptus, em
sementes de soja, 0 que resultou no aumento de 42% das plantulas sadias. Os autores
observaram também que todos os tratamentos reduziram o percentual de sementes
infectadas por Penicillium e estes mesmos géneros de plantas foram responsaveis
por aumentos de até 56,25% de plantulas normais (CRUZ et al., 1999b).

Estudos realizados por Flavio et al. (2014) mostram que bioextrato aquoso
de canela (Cinnamomum zeylanicum), concentracio de 10-30% v/v, foi efetivo
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na inibicio de crescimento de fungos como Penicillium, Aspergillus, Rbizopus,
Alternaria, Curvularia, Fusarium sp. em semente de sorgo, e esta inibicio é
diretamente proporcional as concentracdes usadas. Além disso, Aquino et al.,
(2010) demonstraram que os bioextratos de alecrim-pimenta (Lippia sidoides),
capim-santo (Cymbopogon citratus), alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum), cravo-
da-india (Syzygium aromaticum), pimenta do reino (Syzygium aromaticum),
também possuem efeito inibitdrio sobre os fungos Aspergillus sp. e Penicillium sp.
em sementes de girassol.

Hillen et al. (2012) utilizaram Oleos essenciais de candeia (Eremanthus
erythropappus), palmarrosa (Cymbopogon martinii) e alecrim (Rosmarinus
officinalis), para o tratamento de sementes de milho, soja e feijao com diferentes
fungos patogénicos, e verificaram que o alecrim reduziu completamente a ocorréncia
de patdgenos, no entanto, inibiu também a germinacio. A candeia controlou a
ocorréncia dos patogenos, a partir de formulacoes a 1% de 6leo. O 6leo essencial
de palmarrosa mostrou-se eficiente na inibi¢do dos fungos Alternaria carthami,
Alternaria sp. e Rbizoctonia solani, entretanto, a percentagem de germinagio
mostrou-se inversamente proporcional ao aumento da concentragio aplicada.

Bueno Junior et al. (2012) observaram que o bioextrato de Momordica
charantia L é eficiente no controle de Sclerotinia sclerotiorum em semente de
feijao, contudo, ocorreu reducio na porcentagem de germinacio das sementes
tratadas.

A suspensio aquosa de o6leo essencial e dgua aromatizada de manjericio
(Ocimum basilicum), capim limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapt) e eucalipto
(Eucalyptus citriodora), aplicados em sementes de soja, controlaram Penicillium sp.
e Aspergillus sp. INQUE et al., 1998). Os autores avaliaram ainda sementes infectadas
com Curvularia sp., Cercospora kikuchii, Fusarium semitectum, Aspergillus sp. e
Phomopsis sp., tratadas com suspensao aquosa de 6leos essenciais de losna, capim
limao, eucalipto e manjericio, e obtiveram reducdo da incidéncia em todos os
tratamentos; porém, observaram efeito alelopatico sobre as sementes, que resultou
na reducio total das plantulas normais. Além disso, Incio et al. (2009), trabalhando
com Phomopsis phaseoli var. sojae, Fusarium sp. e Macrophomina phaseolina,
verificaram que a aplicacdo dos 6leos essenciais na concentracao de 5.000 ppm de
erva-cidreira (Melissa officinalis), capim-cidreira (Cymbopogon citratus), citronela
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(Cymbopogon winterianus) e canela (Cinnamomum zeylanicum) e o tratamento
padrao com Carbendazim + Thiram (5.000 ppm em meio de cultura BDA), inibiram
completamente o crescimento micelial dos patdgenos.

Conforme trabalho realizado por Pastro et al. (2012), bioextratos
hidroalcodlicos de cravo medicinal e cravo-da-india (Syzygium aromaticum (L.)
Merr. & Perry) inibiram completamente o desenvolvimento de Phomopsis phaseoli
var. sojae in vitro. Dentre os bioextratos testados pelos autores destacaram-se ainda
o alho (Allium sativum) (branco e roxo), alecrim (Rosmarinus officinalis), pimenta
do reino (Piper nigrum L), canela (Cinnamomum zeylanicum) e jud (Solanum
palinacantbum Dunal) e apresentaram reducoes significativas no desenvolvimento
das colonias. Paula et al. (2009) observaram que os bioextratos hidroetanélicos de
alho (roxo e branco) e jud nao interferem na germinagao de sementes de soja.

O bioextrato hidrometandlico de gengibre (Zingiber officinale Roscoe)
reduziu o desenvolvimento de Fusarium spp. in vitro e o bioextrato de tiririca
(Cyperus rotundus L) aumentou o indice de germinacio de sementes de soja
(AZEVEDO; PASCUALI, 2008). Souza et al. (2010) verificaram efeito do bioextrato
hidrometanolicos de alho na inibicao de Aspergillus sp. em sementes de ingd (Inga
edulis) apresentando maior eficiéncia de inibicdo do fungo em concentracio de
bioextrato a partir de 50% v/v.

Portanto, a aplicacio de oleos essenciais € bioextratos no controle de
patégenos em sementes e frutos vém sendo objeto de estudo em virios trabalhos.
Diante do exposto, o presente estudo objetivou avaliar o efeito do processo
de elaboracio dos bioextratos de pinhio manso (Jatropha curcas 1.), cipreste
(Cupressus sp.), tiririca (Cyperus rotundus L.), bulbos de alho (Allium sativum 1.),
cebola (Allium cepa 1.) e gengibre (Zingiber officinalis 1.) e a influéncia destes no
controle in vitro e in vivo de Phomopsis phaseoli var. sojae, e, Fusarium sp., bem
como o efeito sobre a germinacio e vigor de sementes de soja.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido nos Laboratorios de Microbiologia
e de Quimica, do Curso de Engenharia de Alimentos, localizado no Campus
Universitdrio “Deputado Estadual René Barbour”, no municipio de Barra do Bugres/
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MT, pertencente a Universidade do Estado de Mato Grosso — UNEMAT.

A coleta de pinhdo manso (Jatropha curcas L.), cipreste (Cupressus sp.) e
tiririca (Cyperus rotundus L.) foi realizada na fazenda Arco-Iris (Barra do Bugres/
MT) e os bulbos de alho (Allium sativum 1.) e cebola (Allium cepa 1..) e os rizomas
de gengibre (Zingiber officinalis 1.) adquiridos no comércio local.

As sementes de soja foram obtidas junto aos produtores locais em dreas com
colheita atrasada (areas descartadas para producio de sementes) a fim de obter altos
indices de contaminagio com os patdgenos em estudo.

Para obtencio dos bioextratos utilizaram-se folhas de pinhio manso,
cipreste, e tiririca, bulbos de alho e cebola e rizomas de gengibre. Na preparacio
dos bioextratos os materiais foram fracionados em duas porcoes para a extracio
dos produtos “in natura” armazenada sobre refrigeracio e a outra parte seca em
estufa com circulagio forcada de ar regulada na temperatura de 55+ 2°C, conforme
Falkenberg et al. (2000), para preparar a extracio com os materiais desidratados.

Apos a secagem das matérias-primas, todos os tratamentos foram preparados
para a extracdo utilizando-se 40 g de material vegetal in natura e seca, 20 mL de
agua destilada e 60 mL de metanol, em frascos com capacidade para 200 mL. Os
frascos foram acondicionados a temperatura de 20°C em agitacao constante durante
cinco dias. Posteriormente, realizou-se a filtragem dos bioextratos em papel filtro
(INLAB tipo 10) e imediatamente em membrana filtrante de porosidade 0,45 um. O
bioextrato filtrado foi submetido a evaporagio em vicuo, para remog¢io do metanol,
e reconstituido para 20 mL com 4gua destilada e uma metade dos bioextratos foi
autoclavada.

Na aplicacdo dos bioextratos foi usado 1 mL de bioextrato vegetal para cada
10 mL (concentragdo 10% v/v) de meio de cultura BDA fundente (aproximadamente
45°C), e para o fungicida Derosal Plus® (Carbendazin + Tiran), utilizaram-se 0,2
mL para cada 10 mL de meio de cultura BDA fundente (aproximadamente 45°C).
No tratamento das sementes realizou-se a aplicacio de 3 mL de bioextrato para 100
gramas de sementes, mantidas em bandejas para redugio do teor de umidade para
13% aproximadamente. Para o fungicida, utilizou-se a dose recomendada (200 mL
100 kg' de sementes). Sendo usada para testemunha uma amostra de mesmo peso
na qual se inocularam 3 mL de dgua destilada.

Os patogenos foram isolados das sementes de soja em meio de cultura BDA
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e replicados até a purificacio e entdo cultivados em culturas (monospoérica) puras.

A inoculagdo das placas foi realizada a partir de colonias puras crescidas na
temperatura de 20==2°C com regime de 12 horas de luz, por sete dias em placas
com meio de cultura BDA; foram retirados discos de 8 mm de diametro, sendo estes
transferidos para o centro de cada uma das placas que compunham os diferentes
tratamentos. Foram utilizadas quatro placas por tratamento.

Ap6s a adicao dos discos procedeu-se a incubacao das placas em cimara
apropriada em temperatura de 20==2°C com regime de 12 horas de luz, por sete
dias. O crescimento das colonias foi acompanhado por meio de medicoes de seus
diametros, mensurados aos trés, cinco e sete dias, em duas direcoes, formando um
angulo de 90°, calculando-se entdo a média entre duas medigoes para obtencao do
didmetro de cada colonia.

O teste de germinacdo foi realizado com 400 sementes de soja para
cada tratamento empregando-se como substrato papel “Germitest”; esterilizado
e umedecido com dgua destilada, na propor¢io de 2,5 vezes o peso do papel de
acordo com o descrito nas Regras para Andlises de Sementes - RAS para o substrato
papel (BRASIL, 2009). Os rolos com 50 sementes foram colocados em germinador
do tipo “Mangelsdorf” regulado na temperatura constante de 25°C. As contagens
foram realizadas nos quinto e no oitavo dias, e o resultado expresso em percentagem
de plantulas normais.

No teste de envelhecimento acelerado as sementes foram acondicionadas
em caixas plasticas tipo “gerbox” (11 x 11x 3 cm) contendo 40 mL de dgua destilada,
sendo distribuidas 42 g de sementes em camada uniforme e Uinica, sobre a tela que
isola as mesmas do contato direto com a dgua. As caixas foram acondicionadas em
camara tipo “Biological Organism Development” (BOD) reguladas na temperatura
constante de 41°C durante 48 horas (MARCOS FILHO, 1999). Apés este periodo
realizou-se o teste de germinagao conforme metodologia descrita por Brasil (2009).
As contagens foram realizadas no quinto dia e o resultado expresso em percentagem
de plantulas normais.

A sanidade das sementes foi avaliada por teste do papel filtro com 200
sementes, distribuidas em oito repeticoes de 25 sementes e colocadas sobre duas
folhas de papel mata-borrao previamente umedecidas com dgua destilada, em caixas
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plasticas tipo “gerbox” e incubadas na temperatura de 20+2°C, com regime de 12
horas de luz, por sete dias. Apos esse periodo as sementes foram individualmente
analisadas em lupa estereoscopica e quando necessirio realizado o preparado de
laminas para verificacio em microscopio identificando-se os fungos a elas associados
em nivel de género (Fusarium spp.) e de espécie (P. phaseoli var. sojae). E os
resultados expressos em percentagem de sementes infestadas, para cada patgeno.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com quatro repeticoes por tratamento. O efeito da secagem e da autoclavagem na
eficicia dos bioextratos foi comparado pelo teste “F”, e a eficicia dos bioextratos foi
comparada por meio do teste de Dunnett a 5% com duas testemunhas (com e sem
tratamento quimico), (SAS, 1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da andlise Anova (Tabela 01) mostra as influéncias da secagem
e autoclavagem dos bioextratos de plantas sobre o desenvolvimento de Fusarium
spp., Phomopsis phaseoli var. sojae, teste de germinagao, envelhecimento acelerado
(EA) e sanidade de sementes de soja.
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Com base nos resultados do teste “F”, verificou-se que a secagem das
plantas levou a melhora significativa da eficiéncia dos bioextratos de alho, cebola e
gengibre para controle de in vitro de P. phaseoli var. sojae, e do bioextrato de tiririca
sobre o indice de plintulas normais e envelhecimento acelerado. A melhora pode
estar associada, provavelmente, a maior concentracao das substancias bioativas na
planta desidratada. A secagem reduziu significativamente os efeitos dos bioextratos
de cipreste e pinhdo manso sobre P. phaseoli var. sojae, in vitro. Isso se deve,
provavelmente, a degradacio de moléculas levando a inativagio da(s) substincia(s)
bioativa(s) e/ou a producio de novas moléculas fitotoxicas, como demonstrado
pelo efeito negativo dos bioextratos de cebola e gengibre, sobre o percentual de
plantulas normais do teste de EA. De acordo com a literatura, o alho (Allium sativum
L.) possui alicina, o pinhdo manso (Jatropha curcas L.) flavonoides e cianogenos,
o gengibre Zingiber officinalis 1.) geranial e neral, cipreste (Cupressus sp.) alfa-
pineno, mirceno, cedrol, cedrino, terpinoleno, limoneno, cebola (Allium cepa L.)
flavonoides e antocianinas, que sio responsdveis pela atividade antimicrobiana
destes bioextratos (ANDRADE, et al., 2012; KUMAR, et al., 2010; LEAL; AGRA, 2005;
NUUTILA, et al., 2003; COWAN, 1999).

O processo de autoclavagem reduziu significativamente a eficiéncia dos
bioextratos de alho e tiririca para o controle in vitro de P. phaseoli var. sojae
(Tabela 01), concordando com os resultados obtidos por Venturoso et al. (2009),
que indicam a perda de eficiéncia do bioextrato de alho quando submetido a
autoclavagem. Ainda, o bioextrato de cebola autoclavado apresentou significativa
perda de eficiéncia sobre o controle de Fusarium spp., além de afetar negativamente
o percentual de plantulas normais do teste de envelhecimento acelerado (EA).
Entretanto, o bioextrato de pinhao manso teve sua eficiencia melhorada com a
autoclavagem para este patdgeno. A diminuicio da eficiéncia apdés autoclavagem
pode ser explicada pela degradagio de moléculas bioativas pelo calor aplicado no
processo de autoclavagem a 105°C como provavelmente ocorre com a secagem das
plantas. Os demais bioextratos nao influenciaram as varidveis analisadas (Tabela 01),
com excecao para a interacdo (secagem x autoclavagem) de alho, cebola e tiririca
que foi significativa para o teste de germinacio, pinhdo manso tanto para o diametro
das colonias bem como para ao percentual de contaminacao das sementes, e de
tiririca para o didmetro das colonias de Fusarium spp.
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A obtencao dos bioextratos com as plantas na forma in natura e/ou secas,
submetidos ou no a autoclavagem, permite verificar os efeitos deste processo sobre
o desempenho dos bioextratos estudados. Isto pode ser confirmado com a perda de
eficiéncia do bioextrato de cebola quando submetido a secagem e/ou autoclavado.
Por sua vez, o bioextrato de gengibre mostrou melhor desempenho no controle de P.
Dphaseoli var. sojae quando obtido da matéria seca, independente da autoclavagem. A
andlise destes resultados fornece informagoes uteis para a escolha do(s) processo(s)
mais adequado para cada planta na elaboracio dos bioextratos para aplicacio no
controle fungico.

O bioextrato de alho submetido a secagem ndo autoclavado (Tabela 02)
apresentou resultados similares a testemunha com tratamento quimico (Carbendazin
+ Tiran), impedindo completamente o desenvolvimento de P. phaseoli var. sojae.
Os resultados fornecidos por todos os demais processos e bioextratos diferem
significativamente da testemunha. Resultados semelhantes foram obtidos por
Nascimento; Nery; Rodrigues, (2006), usando bioextratos concentrados de alho
(Allium sativum 1..) e angico (Anadenanthera peregrina L. Speng) com o controle
de Colletotrichum gloeosporioides, agente causador da podridio de frutos de
mamao e por Santos et al. (2010), para o bioextrato de alho (Allium sativum L.),
concentragoes 500 a 5.000,00 mg/L, em Aspergillus niger. Na comparagio com a
testemunha sem tratamento todos os processos de obten¢io dos bioextratos e todas
as espécies vegetais apresentaram reducdo significativa no desenvolvimento do
patdgeno.

Tabela 2. Didmetro médio de colonias de Phomopsis phaseoli var. sojae tratadas com extrato
de alho, cebola, cipreste, gengibre, pinhio manso e tiririca obtidos na forma in natura e/ou
secos submetidos ou nio a autoclavagem

(Continua)
Didmetro médio das colonias aos 7 dias (cm)
Processo inha
Alho Cebola Cipreste  Gengibre Pinhao Tiririca

Manso
Carbendazin + Tiran 0,8a 0,8a 0,8a 0,8a 0,8a 0,8a
In natura autoclavado 41b 69b 3,0b 49b 3,8b 58b
In natura nao 12b  70b  30b 44b 36b  47b

autoclavado
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(Conclusao)

Diametro médio das colonias aos 7 dias (cm)

Processo

Alho Cebola Cipreste  Gengibre iig:jg Tiririca
Seco autoclavado 41b 55b 3,6b 23b 47b 55b
Seco nio autoclavado 08a 54b 3,6b 23b 56b 50b
Testemunha 76c  T6c  T6c  T6c  T6c  T6c
CV (%) 5,2 5,1 7,1 6,6 55 8,5

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de pro-
babilidade.

Nos resultados apresentados na Tabela 03 verifica-se que todos os bioextratos
utilizados diferiram significativamente da testemunha com tratamento quimico
(Carbendazin + Tiran), sendo que os bioextratos de alho, pinhao manso e tiririca
ndo interferiram no desenvolvimento de Fusarium spp. E, consequentemente, nio
diferiram da testemunha sem tratamento em nenhum dos processos utilizados. Os
bioextratos de cebola in natura niao autoclavado, cipreste submetido a secagem
autoclavado, gengibre in natura autoclavado e seco nio autoclavado apresentaram
reducdes significativas no desenvolvimento do patdgeno, com relacio a testemunha
sem tratamento. Fldvio et al. (2014) observaram que o bioextrato aquoso de canela,
(Cinnamomum zeylanicum) concentragio 10-30% v/v, reduziu a presenga do fungo
Curvularia em sementes de sorgo.

Tabela 3. Didmetro médio de colonias de Fusarium spp tratadas com extrato de alho,
cebola, cipreste, gengibre, pinhiao manso e tiririca obtidos na forma in natura e/ou secos
submetidos ou nio a autoclavagem

(Continua)
Diametro médio das colonias aos 7 dias (cm)
Pr . -~
ocesso Alho Cebola Cipreste  Gengibre Pinhao Tiririca
Manso
g.arbe“daz‘“ + 08a 08a  08a 082 08a  08a
I e
In natura autoclavado 54b 43¢ 39¢ 33b 41D 49D
[n natura nao 40b  32b  38¢ 35¢ 47b  47b
autoclavado
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(Conclusio)

Diametro médio das colonias aos 7 dias (cm)

Processo Alho Cebola Cipreste  Gengibre ;Iinhio Tiririca
anso
Seco autoclavado 42b 44c 3,2b 3,6¢ 5,1b 46b
Seconaoautoclavado  42b  38c  4lc 27b____57b _ 57b
Testemunha 49Db 49 c 49 c 49 c 49b 49b
CV (%) 18,2 18,4 18,6 23,8 16,2 13,5

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de pro-
babilidade.

A percentagem de germinacio das sementes de soja submetidas aos
diferentes tratamentos € apresentada na Tabela 4, onde se pode observar que todos
os bioextratos apresentaram indices de germinacio ao tratamento com fungicida,
porém os bioextratos de alho in natura autoclavado ou seco nio autoclavado, e
de gengibre in natura autoclavado ou seco autoclavado, apresentaram indices de
germinaco superiores a testemunha (sem tratamento). Estes resultados sugerem que
€ possivel aumentar a porcentagem de germinagao utilizando bioextratos vegetais no
tratamento de sementes, como sugerem Flavio et al. 2014 para o bioextrato aquoso
de canela (Cinnamomum zeylanicum) 10-30% v/v no tratamento de sementes de
sorgo. A contaminac¢do das sementes por patdgenos ¢é responsavel pela reducio do
indice de germinacio das sementes, conforme reportado por Henning (2005), o
qual destaca que lotes de sementes com altos indices de infeccio de Phomopsis sp.
apresentam baixo percentual de germinacio.

Tabela 4. Percentagem de germinacgio de sementes de soja tratadas com diferentes extratos
vegetais e fungicida

(Continua)

Germinacao (%)

Processo .1
Alho Cebola  Cipreste  Gengibre Pinhao Tiririca

Carbendazin +
Tiran 443a 443 a 443 a 443 a 443 a 443

In natura
autoclavado 245b 175b 20,0b 233D 17,8b 143 b
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(Conclusio)

Germinacao (%)

Processo 1
Alho Cebola  Cipreste  Gengibre Pinhdo Tiririca

In natura nio 168 ¢ 205b 17.8b 158¢ 113b 193b

autoclavado
Seco autoclavado 19,0 ¢ 203 b 20,3b 230b 153b 26,0b
Seco nao 238b  123b  165b  215¢  163b  163b
autoclavado

Testemunha 155¢c  153b  153b  153c  153b  153b
CV (%) 8,5 11,4 7,6 9,3 20,7 13,4

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de pro-
babilidade.

O ajuste da dose e da forma de aplicacio dos dleos essenciais e bioextratos
de plantas na busca do equilibrio entre o controle dos patégenos e a melhoria do
indice de germinacao tem sido objetivo de muitas pesquisas. Trabalhos realizados
por Hellen etal. (2012), Medeiros et al. (2013a), Souza et al. (2010), Maia et al. (2011)
e Flavio et al. (2012) indicam reducio do percentual de germinacio na medida em
que obtinham controle dos patdgenos. Outros autores como Flavio, et al. (2014)
obtiveram melhorias da qualidade fisiologica das sementes, usando dleo essencial
de alfavaca cravo (Ocimum gratissimum) e bioextrato de canela (Cinnamomum
zeylanicum. Por outro lado, Medeiros et al. (2013a) observaram melhora na
germinacio das sementes de Clitoria fairchildiana Howard quando tratadas com
bioextrato de melao-de-sio-caetano 1.000,00 ppm (Momordica charantia).

Os resultados do teste de envelhecimento acelerado apresentados na
Tabela 05 indicam que todos os bioextratos aplicados apresentaram percentual de
plantulas normais inferiores a testemunha com tratamento com fungicida, diferindo
significativamente desta. Os bioextratos de alho, cipreste e pinhio manso nio
diferiram da testemunha sem tratamento em todos os processos de elaboracio
dos bioextratos utilizados. O bioextrato de cebola quando utilizado na forma in
natura nio autoclavado apresentou melhora significativa do percentual de plantulas
normais. Entretanto, quando utilizado na forma seca autoclavada esse bioextrato
interferiu reduzindo substancialmente a germinacao das sementes, particularmente
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quando comparada com a testemunha sem tratamento. Os bioextratos de gengibre in
natura nao autoclavado e tiririca obtido apds secagem nao autoclavada melhoraram
significativamente o percentual de plantulas normais com relagdo a testemunha sem
tratamento.

Tabela 5. Porcentagem de plantulas normais do teste de envelhecimento acelerado em
sementes de soja apds submetidas a diferentes tratamentos com estratos vegetais e fungicida

Envelhecimento Acelerado (%)

Processo .-
Alho Cebola  Cipreste  Gengibre l;dmhao Tiririca
anso
carbendazin + 378a  378a 378a  378a  378a  378a
iran

In natura 145b  120c  123b 16,0 ¢ 150b  110¢

autoclavado

In natura no 155b  183b  155b 19,0 b 168b  110¢

autoclavado

Seco autoclavado 158 b 73d 125b 118¢ 133b 15,0 ¢

Seco nio

autoclavado 15,8 b 10,0 ¢ 13,0b 128¢ 133 b 20,0 b

Testemunha 12,0b 12,0 ¢ 12,0 b 12,0 ¢ 12,0b 12,0 ¢

CV (%) 7,2 7,8 9,4 8,8 14,4 7,8

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de pro-
babilidade.

O tratamento com Derosal Plus® (Carbendazin + Tiran) aplicado nas
sementes de soja reduziu a zero as contaminacoes de Fusarium spp. € Phomopsis
phaseoli var. sojae (Tabelas 06 e 07), os quais apresentavam indices de contaminagio
de 14,3 e 46,5%, respectivamente. O controle dos patogenos associados as sementes
fez com que os indices de plantulas normais fossem aumentados em 29 e 25,8%,
(Tabelas 04 e 05) respectivamente, para os testes de germinacio e de envelhecimento
acelerado.

Os dados das Tabelas 06 e 07 mostram que todos os bioextratos utilizados
nao apresentaram eficiéncia na reducio da contaminagao das sementes por Fusarium
spp. € Phomopsis phaseoli var. sojae, pois todos os tratamentos nio diferiram da
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testemunha sem tratamento. Apesar das melhorias no percentual de germinacio
e de envelhecimento acelerado, apontado por alguns bioextratos, o percentual
de contaminagao das sementes nao retratou reducdo; a justificativa mais provavel
para este fato deve-se ao teste de sanidade, pois este avalia somente a presenca ou
auséncia do patdgeno na semente, nio quantificando a infeccio apresentada.

Tabela 6. Percentagem de sementes de soja contaminadas com Fusarium spp. ap0s
submetidas a diferentes tratamentos com extratos vegetais e fungicida

Percentual de sementes contaminadas (%)

Processo inha
Alho Cebola Cipreste  Gengibre ;Imhao Tiririca
anso
Carbendazin + 00a  00a  00a 0,0a 00a  00a
Tiran
In natura 135b  123b  128b 123b 138b  128b
autoclavado
In natura nio
autoclavado 11,8b 13,0b 13,0 b 135b 115b 123b
Seco autoclavado 113b 123b 12,0b 10,8 b 123b 125b
Seco ndo $35b  125b  140b 143b 128b  11,0b
Awodavado
Testemunha 143 b 143 b 143 Db 143 b 143 b 14,3 b
CV (%) 26,9 26,5 26,4 28,5 23,9 22,6

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de pro-

babilidade.

Tabela 7. Percentagem de sementes de soja contaminadas com Phomopsis phaseoli var.

sojae tratadas com diferentes extratos vegetais e fungicida (Continua)
Percentual de sementes contaminadas (%)
Processo inha
Alho Cebola Cipreste  Gengibre Pinhao Tiririca
Manso
Carbendazin + Tiran 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
In natura autoclavado 483 Db 46,0b 46,0 b 44,8b 44,0b 433b
In natura nio 495b  418b  470b  508b  453b  47.8b

autoclavado
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(Conclusio)

Percentual de sementes contaminadas (%)

Processo inha
Alho Cebola Cipreste  Gengibre Pinhao Tiririca

Manso
Seco autoclavado 475b 45,8b 485b 46,8b 495D 495b
Seco nio autoclavado 443 b 473b 445b 48,0b 433b 46,8b
Testemunha 46,5b 46,5b 46,5Db 46,5Db 46,5b  46,5b
CV (%) 9,7 10,3 7,2 8,2 7,8 9,7

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de pro-
babilidade.

4 CONCLUSAO

Nas condicoes de realizacio deste estudo conclui-se que, o bioextrato de
alho seco nio autoclavado controla eficientemente o desenvolvimento de Phomopsis
phaseoli var. sojae in vitro. Entretanto, essa capacidade fungitoxica do bioextrato de
alho é perdida quando submetido a autoclavagem. Por outro lado, bioextrato de
cebola seco autoclavado reduz o vigor de sementes de soja. Os bioextratos obtidos
com a matéria seca de alho, cebola e gengibre foram mais eficientes no controle in
vitro de P. phaseoli var. sojae, e o de tiririca reduziu o indice de plantulas anormais.
Além disso, a secagem reduziu a eficiéncia dos bioextratos de cipreste e pinhio
manso.

5 AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de
Mato Grosso (Fapemat- Processo nimero 336236/2012), pelo apoio financeiro e
a Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), pela estrutura fisica para o
desenvolvimento da pesquisa.

Rev. Agro. Amb., v. 11, n. 2, p. 457-478, abr./jun. 2018 - ISSN 1981-9951 - e-ISSN 2176-9168



474  Atividade de bioextratos no desenvolvimento de phomopsis phaseoli var. Sojae, fusarium sp.

REFERENCIAS

ANDRADE, M.A. CARDOSO, M.G.; BATISTA, L.R.; MALLET, A.C.T.; MACHADO, S.M.F.
Oleos essenciais de Cymbopogon nardus, Cinnamomum zeylanicum e Zingiber
officinale: composicio, atividades antioxidante e antibacteriana. Revista Ciéncia
Agrondmica, v. 43, n. 2, p. 399-408, 2012,

AQUINO, C.F; CATAO, H.CR.M.; SOARES, E.P.S.; MOURA, RF.B.; SIIVA, H.P.;
SALES, N.L.P. Qualidade sanitdria e fisiologica de sementes de girassol tratadas
com hidrolatas e extratos de plantas. In. CONGRESSO BRASILEIRO DE MAMONA,
4 E SIMPOSIO INTERNACIONAL DE OLEAGINOSAS ENERGETICAS, 1., 2010, Jodo
Pessoa. Anais Jodo Pessoa: Embrapa Algodio, 2010. p.2159-2164.

AVILA, M. R, BACCINI, A. L, Avaliacao da qualidade sanitdria de sementes de soja no
armazenamento, em funcio do tratamento com produto quimico e extratos naturais.
Informativo Abrates, v.11, n.2, p.158, 2001 Resumos.

AZEVEDO, L.E.; PASCUALI, L.C. Efeito inibitorio de extratos vegetais hidroalcodlicos
(metanol) “in vitro” em Fusarium spp. e na qualidade fisiologica de sementes de
soja (Glycine max, L.). In: CONGRESSO INTERNO DE INICIACAO CIENTIFICA, 4.,
e JORNADA CIENTIFICA DA UNEMAT, 12., Ciceres, 2008. Resumos... Ciceres. p. 5.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Secretaria de Defesa
Agropecudria. Regras para analise de sementes. Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento. Brasilia: Mapa/ACS, 2009. 399 p.

BUENO JUNIOR, C.; CASTANHA, R. E.; IOST, R.; JULIATTI, F. C.; MORAIS, L. A. S.
Extrato vegetal, fungicida e tempo de armazenamento dos produtos, no tratamento
in vitro de sementes de feijoeiro contra Sclerotinia sclerotiorum. Ensaios e Ciéncia
Ciéncias Biologicas, Agrarias e da Saude, v. 16, n. 5, 2012,

CATAO, H.CRM.; AQUINO, C.F.; SOARES, E.P.S.; MOURA, R.EB.; SILVA, HP;
SALES, N.L.P. Influéncia de extratos e hidrolatos de plantas na qualidade sanitiria e
fisiolgica em sementes de mamona. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MAMONA,

Rev. Agro. Amb., v. 11, n. 2, p. 457-478, abr./jun. 2018 - ISSN 1981-9951 - e-ISSN 2176-9168



Pascuali, Carvalho, Souza, Gongales e Silva Filho 475

4 E SIMPOSIO INTERNACIONAL DE OLEAGINOSAS ENERGETICAS, 1., 2010, Jodo
Pessoa. Anais ... Joao Pessoa: Embrapa Algodao, 2010. p. 2119-2123.

COWAN, M.M. Plant products as antimicrobial agents. Clinical Microbiology
Reviews, v. 12, n. 4, p. 564-582, 1999

CRUZ, M. E. S.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.E.; INGUE, M.H.; AVILA, M.R.; BATISTA,
M.A.; STANGARLIN, J.R. Plantas medicinais e aromdticas promissoras no controle
de patogenos de sementes de soja. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE SOJA, 1.,
Londrina. 1999a. Anais... Londrina: Embrapa CNPSo, 1999a. 459p.

CRUZ, M. E. S.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.E.; INGUE, M.H.; AVILA, M.R.; BATISTA,
M.A.; STANGARLIN, J.R. Potencial de plantas medicinais no controle de patdgenos
que incidem sobre sementes de soja. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE SOJA, 1.,
Londrina. 1999b. Anais... Londrina: Embrapa CNPSo, 1999b. 459p.

FALKENBERG, M.B.; SANTOS, R.L; SIMOES, C.M.0. FARMACOGNOSIA da planta ao
medicamento. 2. ed. Porto Alegre: UFRGS; Florianopolis UFSC, 2000. 821p. Cap. 10:
Introducio a andlise Fitoquimica, p. 163-179.

FLAVIO; N. S. D.S.; SALES; N. L. P. L.; AQUINO; E. S.; COSTA; C. A.; SOARES, E. P.
S. Extratos aquosos de Cinnamomum zeylanicum e Mentha spicata no tratamento
de sementes de sorgo. Horticultura Brasileira, v. 30, n. 2, p. $6333-56339, 2012.

FLAVIO; N.S.D. §.; SALES; N. L. P.; AQUINO; C. F.; SOARES; E. P. S.; AQUINO; L. F.
S.; CATAO, H.CESAR R.M. Qualidade sanitria e fisiologica de sementes de sorgo
tratadas com extratos aquosos e 0leos essenciais. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 35,
n. 1, p. 7-20, 2014.

FRIAS, D. F. R.; KOZUSNY-ANDREANI, D. I. Utilizacio de extratos de plantas
medicinais e 6leo e Eucaliptus no controle in vitro de Microsporum canis. Revista
Cubana de Plantas Medicinales, v. 15, n.3, p.119-125, 2010.

GODOY; C.V.; ALMEIDA; A M R.; SOARES; R. M.; SEIXAS; C. D. S.; DIAS; W. P.;
MEYER; M. C.; COSTAMILAN; L. M.; HENNING, A. A. Doencas da soja (Glycine
max (L.) Merrill). [s.1.]: Sociedade Brasileira de Fitopatologia (SBF), 2014.

Rev. Agro. Amb., v. 11, n. 2, p. 457-478, abr./jun. 2018 - ISSN 1981-9951 - e-ISSN 2176-9168



476  Atividade de bioextratos no desenvolvimento de phomopsis phaseoli var. Sojae, fusarium sp.

GOUVEA, A.; ZANOTTI, J.; LUCKMANN, D.; PIZZATTO, M.; MAZARO, S.M.; POSSENTI,
J.C. Efeito de extratos vegetais em soja sob condicoes de laboratério e campo.
Revista Brasileira de Agroecologia, v.6, n.2, p.70-78, 2011.

HENNING, A.A. Patologia e tratamento de sementes: nocoes gerais. Londrina:
EMBRAPA - CNPSo, 2005. 52p. (EMBRAPA - CNPSo, documentos 264).

HILLEN, T.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F.; MESQUINIL R.M.; CRUZ,M.E.S.; STANGARLIN,
J.R.; NOZAKI, M. Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais no controle de alguns
fitopatogenos fungicos in vitro e no tratamento de sementes. Revista Brasileira de
Plantas Medicinais, v. 14, n. 3, p. 439-445, 2012.

INACIO, M. M.; PASCUALL L. C.; ZELA, S. P.; PAULA, P. R. Diagnéstico de dleos
essenciais, sobre o desenvolvimento de Phomopsis phaseoli var. sojae , Fusarium
sp. e Macrophomina phaseolina. In: CONGRESSO INTERNO DE INICIACAO
CIENTIFICA, 5., e JORNADA CIENTIFICA DA UNEMAT, 2., Barra do Bugres, 2009.
Resumos... Barra do Bugres. p. 5.

INQUE, M.H.; CRUZ, M.E.S.; SCHWAN-ESTRADA, KRF. Eficicia de plantas
medicinais no controle de fungos fitopatogénicos que incidem sobre sementes de
soja. Ponta Grossa, 5° Simp6sio Brasileiro de Patologia de Sementes. v. 1, p. 33.
1998. (Resumos)

KUMAR, K. P. S.; BHOWMIK, D; CHIRANJIB; BISWAJIT; TIWARL, P. Allium cepa:
A Traditional medicinal herb and its health benefits. Journal of Chemical and
Pharmaceutical Research, v. 2, n. 1, p. 283-291, 2010.

LEAL, A.CK,, AGRA, MF. Estudo Farmacobotinico Comparativo das folhas de
Jatropha molissima (Pohl) Baill.e Jatropha ribifolia (Pohl) Baill. (Euphorbiaceae).
Acta Farmacéutica Bonaerense, v. 24, n. 1, p. 5-13, 2005.

MAIA, J.T.L.S.; BONFIM, F.P.G.; BARBOSA, C.KR.; GUILHERME, D.0.; HONORIO,
.C.G.; MARTINS,E.R. Influéncia alelopitica de horteld (Mentha x villosa Huds.)
sobre emergéncia de plantulas de alface (Lactuca sativa L.). Revista Brasileira de
Plantas Medicinais, v. 13, n. 3, p. 253-257, 2011.

Rev. Agro. Amb., v. 11, n. 2, p. 457-478, abr./jun. 2018 - ISSN 1981-9951 - e-ISSN 2176-9168



Pascuali, Carvalho, Souza, Gongales e Silva Filho 477

MARCOS FILHO, J. Teste de envelhecimento acelerado. In: KRZYZANOWSKI, F.C.;
VIEIRA, R.D.; FRANCA NETO, J.B. (Ed.) Vigor de sementes: conceitos e testes.
Londrina: ABRATES, 1999. p. 3.1; 3.24.

MEDEIROS, J. G. E.; ARAUJO NETO, A. C.; MENEZES, N. P.; NASCIMENTO, L. C.
Sanidade e germinagao de sementes de Clitoria fairchildiana tratadas com extratos
de plantas. Pesquisa Florestal Brasileira, v. 33, n. 76, p. 403-408, 2013a.

MEDEIROS, J.G. F.; ARAUJO NETO, A. C.; MEDEIROS, D. S.; NASCIMENTO, L.
C.;EDNA ALVES, U. Extratos Vegetais no Controle de Patdgenos em Sementes de
Pterogyne nitens Tul. Floresta e Ambiente; v. 20, n. 3, p. 384-390, 2013b.

NASCIMENTO, L.C., NERY, A. R.; RODRIGUES, L.N. Controle de Colletotrichum
gloeosporioidesem mamoeiro, utilizando em mamoeiro, utilizando extratos vegetais,
indutores de resisténcia e fungicida. Acta Scientiarum. Agronomy, Maringa, v. 30,
n. 3, p. 313-319, 2008.

NUUTILA M., PUUPPONEN-PIMIA R., AARNI M., OKSMAN-CALDENTEY K. M.
Comparison of antioxidant activities of onion and garlic extracts by inhibition of
lipid peroxidation and radical scavenging activity. Food Chemistry, v. 81, n. 4, p.
485-93, 2003.

PASTRO, D.C.; PASCUALL L.C.; SANDRI, D.0.; ZELA, S.P.; SILVA, F.S. Diagnéstico de
extratos vegetais com potencial para o controle fingico, Enciclopédia Biosfera, v.8,
n.14, p. 389-396, 2012.

PAULA, P.R.; PASCUALL L.C.; ZELA, S.P.; INACIO, M.. Diagnostico de extratos vegetais
por extracdo hidroetandlica para o controle “in vitro” de Phomopsis phaseoli var.
sojae e influéncia na qualidade de sementes de soja. In: CONGRESSO INTERNO
DE INICIAQAO CIENTIFICA, 5., e JORNADA CIENTIFICA DA UNEMAT, 2., Barra do
Bugres, 2009. Resumos... Barra do Bugres. p. 5.

RODRIGUES, E.A.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F.; STANGARLIN, J.R.; SCAPIM, CA;
FIORI-TUTIDA, A.C.G. Potencial da planta medicinal Ocimum grassimum no controle
de Bipolaris sorokiniana em sementes de trigo. Acta Scientiarum Agronomy,
Maringa, v. 28, n. 2, p. 213-220, 2000.

Rev. Agro. Amb., v. 11, n. 2, p. 457-478, abr./jun. 2018 - ISSN 1981-9951 - e-ISSN 2176-9168



478  Atividade de bioextratos no desenvolvimento de phomopsis phaseoli var. Sojae, fusarium sp.

SAS. 1999. Statistical Analysis Software, version 9.1 System for Windows. SAS Institute
Inc., Carry, NC, USA.

SANTOS, M.B.; SANTOS, C.Y.; ALMEIDA, M.A.; SANTOS, C.R.S.; SANT’ANNA, H.L.S;
SANTOS, O.S.N.; SILVA, F.; MARTINS, G.N. Efeito inibitério in vitro de extrato vegetal
de Allium sativum sobre Aspergillus Niger. Tiegh. Rev. bras. plantas med. [online],
Botucatu, v. 12, n. 1, p. 13-17, 2010.

SANTOS, P. L. PRANDO, M. B.; MORANDO, R.; PEREIRA, G. V. N.; KRONKA, A. Z.
Utilizacio de extratos vegetais em protecdo de plantas. Enciclopédia Biosfera, v. 9,
n. 17, p. 2562-2576, 2013.

SOUZA, P. F.; SIIVA, G.H.; HENRIQUES, .G.N.; CAMPELO, G. J.; ALVES, G. S.
Atividade antifingica de diferentes concentracoes de extrato de alho em sementes
de ingd (Inga edulis). Revista Verde, v. 5, n. 5, p. 8-13, 2010.

SOUZA, V. M.; CARDOSO, S. B. Efeito alelopdtico do extrato de folhas de eucalyptus
grandis sobre a germinacio de lactuca sativa 1. ( alface) e phaseolus vulgaris
1.(feijao). Revista Eletronica de Educacao e Ciéncia, v. 3 n. 2, 2013.

VENTUROSO, L.R. Extratos vegetais no controle de fungos fitopatogénicos a
soja. 2009. 99f. Dissertacio (Mestrado em Producio Vegetal) - Universidade Federal
da Grande Dourados, Dourados, 2009.

Recebido em: 31/07/2015
Aceito em: 31/03/2017

Rev. Agro. Amb., v. 11, n. 2, p. 457-478, abr./jun. 2018 - ISSN 1981-9951 - e-ISSN 2176-9168



