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RESUMO

Com o objetivo de avaliar in vitro o efeito de diferentes concentragdes de extratos vegetais so-
bre o crescimento de Cercospora kikuchii, Fusarium solani, Colletotrichum sp. e Phomopsis sp., foram
conduzidos quatro bioensaios experimentais, no Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Federal da Grande Dourados. Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado em arranjo
fatorial 3 x 6, com 8 repeticbes para cada bioensaio. Foram utilizados extratos aquosos de alho,
canela e cravo-da-india, nas concentracées de 0; 0,5; 1; 5; 10 e 20 % . Para obtencdo dos extratos foram
coletadas 30 g do material vegetal e trituradas em 120 mL de 4gua destilada. Os extratos foram
filtrados em papel Wathman n° 1 e incorporados ao meio BDA, de modo a obter as concentracdes
desejadas. Posteriormente, a solugéo foi vertida em placas de Petri, onde foram transferidos discos
de micélio do patdgeno, de 0,3 cm de didmetro. Em seguida, as placas foram incubadas a 25° C,
com fotoperiodo de 12 horas. Foi analisado o crescimento micelial da colénia fiingica. Os resultados
revelaram que o efeito do extrato aquoso de canela para todos os patégenos estudados, e do extrato
dealho para F. solani, Colletotrichum sp. e Phomopsis sp. foi dependente das concentracgdes utilizadas,
constatando-se maior atividade antiftingica com o aumento das concentracdes. Verificou-se com
o uso do extrato de cravo-da-india maior eficdcia no controle dos fitopatdgenos testados, sendo
observada supressdo sobre o crescimento de Colletotrichum sp., Cercospora kikuchii, F. solani e de
Phomopsis sp. a partir das concentracoes de 7,4, 7,5, 8,9 e 7,0%, respectivamente. O extrato aquoso
de alho, na concentracdo de 9,7%, apresentou efetivo controle apenas sobre C. kikuchii.

PALAVRAS-CHAVE: Controle alternativo, propriedades antifingicas, extrato de plantas.

ABSTRACT

IN VITRO INHIBITION OF FUNGAL PLANT PATHOGENS BY DIFFERENT CONCEN-
TRATIONS OF MEDICINAL PLANTS EXTRACTS. In order to evaluate the in vitro effect of
different concentrations of plant extracts on the growth of Cercospora kikuchii, Fusarium solani,
Colletotrichum sp. and Phomopsis sp., 4 bioassays experiments were conducted at the Plant Pathol-
ogy Laboratory of the Federal University of Grande Dourados, Brazil. The experimental design
was a completely randomized design in a 3 x 6 factorial arrangement, with 8 replicates for each
bioassay. Aqueous extracts of garlic, cinnamon and clove were evaluated in concentrations of
0,0.5,1, 5,10 and 20%. Extracts were obtained through maceration of 30 g of plant material in
120 mL of distilled water. The extracts were filtered in grade-1 Whatman paper and incorpo-
rated into PDA medium to obtain the desired concentrations. Subsequently, the solution was
poured into Petri dishes, and then 3 mm-diameter-PDA plugs with pathogen mycelium were
transferred to the center of the PDA + plant extract Petri dish. Plates were incubated at 25° C
with a 12-h-day photoperiod. Fungal growth was performed daily by measuring the colony
diameter. The results showed that the effect of aqueous extract of cinnamon for all pathogens
studied, and garlic extract for F. solani, Colletotrichum sp. and Phomopsis sp., was dependent on
the concentrations used, noting a higher antifungal activity with increased concentrations used.
Clove extract presented the greatest effectiveness for the control of the plant pathogens tested,
with observed suppression on the growth of Colletotrichum sp. C. kikuchii, F. solani and Phomopsis

*Este artigo é parte da dissertacdo de mestrado do primeiro autor apresentada a Universidade Federal da Grande Dou-
rados, para obtencdo do titulo em Mestre em Agronomia.
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sp. at the concentrations 7.4, 7.5, 8.9 and 7.0%, respectively. The aqueous extract of garlic at a
concentration of 9.7% presented effective control only for C. kikuchii.

KEY WORDS: Alternative control, antifungal activity, plant extract.

INTRODUCAO

A pratica da agricultura traz como consequéncia
a ocorréncia de doengas de plantas em niveis que
exigem o seu controle. O método mais recomendado
de controle é o uso daresisténcia genética (LyoNetal.,
1995). Porém, nem todas as plantas sao resistentes aos
patégenos, enemtodo material resistente éadaptado
as diferentesregides. Dessaforma, o uso de agrotoxi-
cos no controle de doencas tem sido cada vez mais
frequente naagricultura (MoTtoyamaetal.,2003). Esta
pratica de protegdo de plantas contra fitopatégenos
apresenta-se como umaalternativa bastante atraente
pela sua simplicidade e resultados satisfatérios em
curto prazo. Entretanto, os aspectos positivos desse
sistema sdo suprimidos com o passar do tempo e
uma sucessdo de desvantagens pode ocorrer como
o acimulo de substancias nocivas no solo e agua,
com consequente contaminagdo do ambiente e do
proprio homem, a ocorréncia de micro-organismos
resistentes, e o desequilibrio ambiental pela falta
de seletividade dos produtos utilizados (TALAMINE
STADNIK, 2004).

Nesse enfoque, umanova politicaagricolaatravés
da agricultura alternativa tem sido desenvolvida,
voltada a minimizacdo desses impactos no ambi-
ente e a0 homem por meio do controle alternativo
de doengas de plantas, o qual inclui o controle bi-
oldgico,ainducado deresisténcia em plantas (BErTioL,
1991) e o uso de produtos alternativos ao controle
quimico, como extratos e 6leos vegetais, seja por sua
acdo fungitoxica direta, ou indiretamente por meio
da ativacdo de mecanismos de defesa nas culturas
tratadas.

Uma espécie de planta largamente utilizada e es-
tudada, comresultados promissores, é oalho (Allium
sativum). A planta contém duas substancias, aliinase
e alifna, armazenadas separadamente e, quando
suas membranas sdo rompidas, formam a alicina,
responsavel pela defesa da planta. Seus efeitos toxicos
inativam os micro-organismos (HemNzmanN, 2001).
De acordo com RANASINGHE et al. (2002), o cravo-da-
india (Syzygium aromaticum) e acanela (Cinnamomum
zeylanicum) também apresentam propriedades fun-
gitéxicas. Os autores afirmam que o eugenol presente
no cravo-da-india pode ser o componente toxico,
tanto no extrato aquoso quanto no éleo essencial. Ja
a casca de canela tem, como principal constituinte
antimicrobiano, o cinamaldeido.

Tem-se constatado com frequéncia a ocorréncia
de diferencas na inibicdo do desenvolvimento dos
fitopatégenos frente as diferentes concentracdes de

extratos vegetais testados. De modo geral, verifica-se
uma tendéncia de que quanto maior a sua concentra-
¢aonomeio de cultura, maior o efeito deste extratono
sentido de inibir o crescimento micelial dos fungos.
Mortoyama et al. (2003), em trabalhos com extratos
citricos, observaraminibi¢do do crescimento micelial
de Fusarium semitectum a partir da concentragdo de
100 ppm, entretanto, a maxima inibicdo foi verifi-
cada com a utilizacdo da maior concentracéo, 5.000
ppm (48,18%). BARROS ef al. (1995), em experimentos
com os fungos dos géneros Curvularia e Alternaria,
verificaram maior inibi¢do do desenvolvimento das
colonias fungicas, coma utilizagao do extrato dealho
na concentragao de 10.000 ppm, quando comparado
a concentracao de 1.000 ppm.

Em outras ocasioes, ndosao detectados efeitos das
concentragdes dos extratos. RODRIGUES et al. (2006),
avaliando o potencial da planta Ocimum gratissimum
no controle de Bipolaris sorokiniana, verificaram que
tanto o extrato esterilizado por meio de filtracao,
como o autoclavado, nas concentracgdes de 5, 10, 15,
20 e 50% e 10, 15, 20 e 50%, respectivamente, pro-
porcionaram semelhantes porcentagens de inibigao
do crescimento micelial do patégeno.

Tendo em vista a propriedade inibitéria de ex-
tratos vegetais sobre o desenvolvimento de fungos
fitopatogénicos, objetivou-se avaliar in vitro o efeito
de diferentes concentracdes dos extratos aquosos de
alho, canela e cravo-da-india sobre o crescimento de
Cercosporakikuchii, Fusarium solani, Colletotrichum sp.
e Phomopsis sp.

MATERIAL E METODOS

Os bioensaios experimentais foram conduzidos
no Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD), no periodo
de julho a novembro de 2008.

Foiadotado o delineamento experimental inteira-
mente casualizado, em arranjo fatorial 3 x 6, com 8
repeticdes para cada bioensaio. Foram utilizados os
extratosaquosos dealho (Alliumsativum L., Liliaceae),
canela (Cinnamomum zeylanicum Breym, Lauraceae)
e cravo-da-india [Syzygium aromaticum (L.) Merr. &
Perry, Myrtaceae], nas concentragoes de 0; 0,5; 1; 5;
10 e 20%. Para realizagdo de cada bioensaio foram
utilizados osrespectivos fungos: C. kikuchii, F. solani,
Colletotrichum sp. e Phomopsis sp., fornecidos pela
Embrapa Soja.

As plantas medicinais foram coletadas no Horto
de Plantas Medicinais da UFGD e em produtores
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locais, no més de julho. Os extratos aquosos foram
obtidos por meio da coleta de 30 g do material
vegetal natural, neste caso, bulbos de alho, casca de
canela e botao floral de cravo-da-india, e triturados
em liquidificador com 120 mL de dgua destilada.
Os extratos foram utilizados no mesmo dia de sua
realizagdo.

O material obtido apés a trituragdo foi filtrado
em papel Wathman n°1 e recolhido em Erlenmeyer
devidamente identificado. O filtrado foi adicionado
ao meio de cultura Batata-dextrose-agar (BDA) fun-
dente, demodo ase obter as diferentes concentragdes
dos extratos a serem avaliados.

O meio homogeneizado foi vertido em placas
de Petri e, depois de sua solidificagdo, efetuou-se
a repicagem de um disco micelial de 0,3 cm de
didmetro dos fitopatégenos, retirados de colo-
nias puras com sete dias de idade, no centro da
superficie do meio de cultura com os respectivos
tratamentos. Posteriormente, as placas de Petri
foram vedadas com filme plastico e incubadas em
camara BOD a uma temperatura de 25° C, com
fotoperiodo de 12 horas.

Para avaliacdo da eficacia dos tratamentos foi
mensurado o crescimento micelial das colonias fun-
gicasnomomento que elas atingiram %: da superficie
do meio de cultura (STANGARLIN et al., 1999). Para
obtencao do crescimento micelial dos fitopatégenos
estudados, as placas foram riscadas em sentido per-
pendicular, no intuito de mensurar o crescimento
radial da colonia em dois eixos ortogonais, sendo
posteriormente calculada uma média por placa.

Os dados obtidos foram transformadosem Vx + 1,
e submetidos a anélise de varidncia com auxilio do
programa SISVAR. Verificando-se interacao signifi-
cativaentre os fatores, procederam—se 0snecessarios
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desdobramentos, sendo realizada, para os extratos
vegetais, comparagdo entre as médias por meio do
teste de Tukey a 5% de probabilidade, e para as
concentragdes andlise de regressao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise de variancia revelaram
interacdo significativa entre os fatores, extratos veg-
etais x concentracdes, sendo observadas diferencas
no crescimento micelial dos fitopatégenosem virtude
das concentrag¢bes de cada extrato utilizado.

Nota-se na Figura 1 que o extrato aquoso de
cravo-da-india apresentou reducdo no didmetro da
colonia de Colletotrichum sp. logo a partir da menor
concentracgdo. Por meio da equagdo, pode-se veri-
ficar a total supressdo do crescimento micelial do
fungo com a utilizacdo de concentragoes superiores
a 7,4%. Resultados semelhantes foram relatados
por RozwaLka et al. (2008), que verificaram total
inibigdo do crescimento de Glomerella cingulata e
Colletotrichum gloeosporioides, com o uso do extrato
aquoso de cravo-da-india na concentracdo de 10%.
Os autores afirmaram ainda que, em experimento
prévio, o extrato aquoso na concentragdo de 1%
apresentou-se igualmente eficiente.

Oefeitono crescimento micelial de Colletotrichum
sp., submetido ao meio de cultura com adi¢do dos
extratos aquosos de alho e canela apresentaram res-
postas semelhantes com o aumento das concentracoes
utilizadas, verificando-se menor didmetro da coldnia
fl’mgica nas maiores concentracoes. Constata-se, no
entanto, uma redugdo mais expressiva no cresci-
mento do patégeno quandosubmetidoao tratamento
com extrato de alho.

v="-0,0004:3 + 0,030%2 - 0,662x+ 5720 R2=0,000
y=0010x2 - 0,354z + 5,735 R2 =0, 0E0
A Cravo-da-dndia v=0037%%- 1,004z + 5458 R2=10,038

. A
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Fig. 1 - Crescimento micelial (cm) de Colletotrichum sp. sob influéncia de diferentes concentragdes de extratos aquosos,

Dourados, MS, 2008.
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RiBEIRO; BEDENDO (1999) verificaram que, dentre
quatroextratos vegetais testados, aquele proveniente
de alho resultou em efeitos mais drasticos sobre C.
gloeosporioides, reduzindo em 67,6% o crescimento
do patégeno em relacdo a testemunha. Bianchi
et al. (1997) verificaram inibicbes de 42% sobre o
crescimento de Colletotrichum lindemuthianum na
concentracao de 10% desse extrato, valores menores
que os encontrados neste estudo, porém, os autores
observaram, por meio de microscopia eletronica,
colapso das hifas do patégeno quando tratadas
com o extrato de alho evidenciando, assim, a agdo
fungitoxica do extrato.
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Oextratoaquoso decanela promoveuumareducao
linear sobre o didmetro da coldnia de C. kikuchii, com
o aumento das concentragoes utilizadas (Fig. 2). Os
extratos aquosos de alho e cravo-da-india apresenta-
ram comportamento semelhante quantoareducdodo
crescimento micelial do patégeno. Ambos os extratos
reduziram de forma mais efetiva o crescimento de C.
kikuchii, em relacdo ao extrato proveniente da casca
de canela. Por meio do modelo de regressao encon-
trado para os extratos, estima-se que concentragoes
superiores a 7,5% para o extrato de cravo-da-india e
9,7% para o extrato de alho possibilitariam efetivo
controle sobre o crescimento micelial do patégeno.
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Fig. 2 - Crescimento micelial (cm) de Cercospora kikuchii sob influéncia de diferentes concentracdes de extratos aquosos,

Dourados, MS, 2008.
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Fig. 3 - Crescimento micelial (cm) de Fusarium solani sob influéncia de diferentes concentracdes de extratos aquosos,

Dourados, MS, 2008.
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Fig. 4 - Crescimento micelial (cm) de Phomopsis sp. sob influéncia de diferentes concentracdes de extratos aquosos,

Dourados, MS, 2008.

Além da atividade antifingica demonstrada
pelos extratos aquosos, foram observadas alteragdes
na coloracdo das coldnias fangicas, pois estas se
apresentaram rosadas em meio BDA, e assumiram
coloragado branca com o aumento das concentragoes
dos extratos incorporados ao meio de cultura. Com-
portamento semelhante foi relatado por FRANZENER
et al. (2003) que verificaram alteracdes morfoldgicas
nas coldnias de B. sorokiniana, sobretudo na cor, pois
se apresentaram escuras, quase negras, em BDA, e
assumiram coloragdo esbranquigada com oaumento
das concentragdes do extrato aquoso de canfora.

Verifica-se, por meio da anélise deregressao, que
F. solaniapresentou comportamento diferenciadoem
relacdo ao crescimento micelial, frente as diferentes
concentragdes dos extratos aquosos de alho, canela
e cravo-da-india (Fig. 3).

Houveacentuadareducdono didmetro dacolonia
de F. solani, quando ele foi transferido para o meio de
cultura contendo o extrato aquoso de cravo-da-india.
Verifica-se efeito crescente na atividade antifingica
do extrato com o aumento das concentracgdes, até
8,9%,naosendo constatado crescimento do patégeno
a partir desta concentragdo. Para o extrato aquoso
de canela, foi verificada uma relacdo inversamente
proporcional, relatando-se um menor crescimento
micelial de F. solani, com a maior concentra¢do do
extrato. A tendéncia de se obter melhores resultados
no controle de patégenos nas maiores concentragdes
também foi observada por Lima et al. (1996).

Em relacao ao extrato aquoso de alho, foi obser-
vadoinicialmenteumacentuado decliniono tamanho
da colonia fuingica, com tendéncia posterior de
estabilizacdo, mesmo com a utilizacdo das maiores
concentragdes. Motoyama et al. (2003), avaliando o
efeito fungitoxico de extrato citrico, observaram nas

menores concentragoes (1 e 10 ppm) um estimulono
crescimento micelial de F. semitectum. Souza et al.
(2007) observaram atividade antifingica do extrato
de alho em todas as concentragdes avaliadas, sobre o
crescimento de Fusarium proliferatum, porém, assim
como constatado neste estudo, a maior eficiéncia foi
verificada na maior concentracdo analisada.

Assim como relatado para F. solani, pode-se ob-
servar umaredugdo exponencial no crescimento mic-
elial de Phomopsis sp. quando submetido ao extrato
aquoso de alho (Fig. 4). Pode ser observado, mesmo
com atendéncia de estabiliza¢do sobre o crescimento
do patégeno, que o menor crescimento da colonia
fangica foi encontrado na maior concentracao.

Quando se utilizou os extratos de canela e cravo-
da-india, verificou-se que o modelo quadratico foi
o que melhor se adequou ao crescimento de Pho-
mopsis sp. No entanto, nota-se que o extrato aquoso
de cravo-da-india apresentou-se mais efetivo, ndo
sendo verificado, a partir da concentracao de 7%,
crescimento micelial do patégeno. A partir domodelo
encontrado para o extrato de canela, pode-se inferir
que o menor crescimento micelial do fungo seria
obtido com concentracio de 19,3%.

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados do
desdobramento com as comparacdes dos extratos
aquosos, dentro de cada concentracao utilizada,
para o crescimento micelial dos fitopatégenos es-
tudados. Observou-se maior crescimento micelial
de C. kikuchii, F. solani e Phomopsis sp., em todas
as concentragdes testadas, e de Colletotrichum sp. a
partir da concentracdo de 5%, quando submetidos
ao tratamento com extrato aquoso de canela, eviden-
ciando o menor potencial desta planta no controle
dos fitopatoégenos. Juam et al. (2005), estudando os
compostos fungitéxicos do 6leo da casca de canela,
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prepararam o extrato de hexano e o 6leo obtido de
hidrodestilacdo de casca de canela e verificaram,
por meio de cromatografia, que ambos os 6leos pro-
duziram trés fragoes, sendo constatado que a fragdo
com maior porcentagem de cinamaldeido foi a mais
ativa na completa inibi¢do do crescimento de fungos
de armazenamento. Nesse sentido, futuros estudos
deveriam ser desenvolvidos, com o intuito de se testar
diferentes metodologias de obtencdo deste extrato,
visando aumentar a quantidade de cinamaldeido e,
consequentemente, a sua atividade antiftingica.

O extrato aquoso de cravo-da-india promoveu
significativas redugdes no crescimento dos fungos.
Constatou-se para Colletotrichum sp. e F. solani re-
sultados significativamente superiores, a partir da
concentragdo de 5%, do extrato de cravo quando
comparado aos demais extratos aquosos. Emrelagao
ao crescimento de Phomopsis sp., verificou-se superio-
ridade do cravo-da-india em todas as concentragées
utilizadas, com excecdo da concentragao de20%, onde
ele ndo diferiu do extrato de alho. No crescimento
micelial de C. kikuchii foram observados melhores
resultados do extrato de cravo-da-india apenas na
concentragdo de 5%. Com excegdo ao crescimento
de C. kikuchii, a utilizacdo do extrato de alho resul-
tou em atividade antiftingica intermediaria sobre o
crescimento dos fitopatégenos.

Foiconstatadaatividade fungistaticacoma utiliza-
¢do do extrato aquoso de cravo-da-india, nas concen-
tracdes de 5, 10 e 20% sobre Phomopsis sp., e apenas
nas maiores concentragdes sobre Colletotrichum sp. e

F. solani. Em relacdo a C. kikuchii, esta atividade foi
verificada para os extratos de alho e cravo-da-india,
utilizando-se as concentracoes de 10 e 20%. Vale sa-
lientar que ndo seria necessaria a utilizacao da maior
concentragdo do extrato de cravo-da-india para se
obter total inibi¢ao sobre o crescimento dos fitopaté-
genosestudados, podendo-seinferir que, mesmocom
ouso demenores concentragdes, mantém-se a mesma
viabilidade, com a vantagem de redugdo nos custos.

Oextratoaquoso dealhonasconcentracoesde10e
20% apresentaramresultados promissores nocontrole
de Phomopsis sp., pois, além de ndo permitirem cresci-
mento do patégeno superior a 1 cm, 0,64 e 0,50 cm,
respectivamente, foi constatado visualmente nestas
concentragdes o crescimento de um micélio pouco
denso na colonia fungica em relagdo ao tratamento
controle. Comportamento semelhante foi observado
para o extrato de canela, quando utilizado nas mes-
mas concentragdes e para o extrato de cravo-da-india,
nas concentragdes de 0,5 e 1%. A coldnia fingica
apresentava-se com poucas hifas e aparentemente
debilitada em comparagdo ao tratamento controle.
SANCHEZ-MIRT et al. (1993) relataram alteragdes na
membrana citoplasmatica dos fungos Cladosporium
carrionii e Fonsecaea pedrosoi, apds o tratamento com
ajoene, um dissulfureto insaturado presente no alho.
Bianchietal. (1997) afirmamainda que essas alteracoes
também podem ser provenientes da modificagdo na
atividade enzimatica envolvida na membrana e na
formagdo da parede celular, resultando em desen-
volvimento anormal do patégeno.

Tabela 1 - Média do crescimento micelial de Colletotrichum sp., Cercospora kikuchii, Fusarium solani e Phomopsis sp. sob
influéncia de extratos aquosos em diferentes concentracdes, Dourados, MS, 2008.

Concentragdes (%)

Extrato aquoso 0,0 0,5 1,0 . 5,0 10,0 20,0
Colletotrichum sp.
Alho 581 a 5,39 ab 5,00 ab 3,18 b 1,73 b 1,32 b
Canela 5,86 a 547 a 5,26 a 441 a 3,10 a 2,74 a
Cravo-da-india 593 a 490 b 4,53 b 0,17 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢
CV (%) 4,36
Cercospora kikuchii
Alho 6,08 a 5,06 b 4,77 b 211b 0,00 b 0,00 b
Canela 5,96 a 584 a 5,66 a 4,98 a 3,46 a 1,27 a
Cravo-da-india 5,97 a 514 b 4,79 b 0,13 ¢ 0,00 b 0,00 b
CV (%) 5,54
Fusarium solani
Alho 591 a 516 b 4,47 b 3,37 b 2,01 b 1,79 b
Canela 5,77 a 552 a 5,46 a 4,97 a 4,61 a 3,77%
Cravo-da-India 579 a 4,89 b 4,63 b 1,35 ¢ 0,00c 0,00c
CV (%) 6,65
Phomopsis sp.

Alho 6,88 a 5,50 b 516 b 1,34 b 0,64 b 0,50b
Canela 7,09 a 6,18 a 6,44 a 481 a 2,84 a 1,86 a
Cravo-da-India 6,73 a 4,23 ¢ 3,67 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b
CV (%) 5,31

Médias, seguidas pela mesma letra nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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Nascondigdes em que os bioensaios experimentais
foram conduzidos pode-se concluir que o extrato de
cravo-da-india apresenta maior eficacia no controle
dos fitopatogenos testados, e proporciona supressao
sobre o crescimento de Colletotrichum sp., C. kikuchii,
F. solani e de Phomopsis sp. a partir das concentragoes
de7,4%,7,5%,8,9% e7,0%, respectivamente. O extrato
aquoso dealhocontrolacomamesmaeficiénciaapenas
Cercospora kikuchii a partir da concentracao de 9,7%.
Para o extrato aquoso de canela constata-se maior
atividade antifingica nas maiores concentracdes
testadas, sem, no entanto, ocorrer total inibi¢cao sobre
os fungos fitopatogénicos estudados.
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