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Resumo

As plantas estdo cada vez mais suscetiveis a infeccdes causadas por fungos
fitopatogénicos, os quais, devido ao uso continuo de fungicidas sintéticos, tém
desenvolvido resisténcia. O emprego excessivo desses produtos também provoca
contaminag¢do do solo, da 4dgua, de alimentos, além de riscos a saide humana e animal.
Diante disso, cresce a busca por alternativas de controle mais sustentaveis, como 0 uso
de oleos essenciais (OEs) extraidos de plantas aromaticas e medicinais. Esses compostos
apresentam propriedades antimicrobianas, destacando-se no combate a microrganismos
fitopatogénicos sem gerar impactos negativos ao ambiente.

Este projeto de desenvolvimento tecnoldgico e inovacdo tem como objetivo avaliar o
potencial fungicida do 6leo essencial de capim-limao (Cymbopogon flexuosus) contra o
fungo Macrophomina phaseolina. Para isso, serdo conduzidos bioensaios in vitro, com
cinco tratamentos e quatro repetigdes, totalizando 20 placas. Os tratamentos incluirdo
concentragdes crescentes do oleo (0,00; 5,00; 15,00; 25,00 e 50,00 uL L"), avaliando
parametros como concentragdo minima inibitéria (CMI), indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM), crescimento micelial e esporulagao.

Espera-se comprovar que o 6leo de capim-limdo apresenta elevado potencial inibitorio,
configurando-se como uma alternativa promissora para o controle de M. phaseolina,
principalmente em cultivos organicos e hidropdnicos, onde a sustentabilidade e a auséncia
de residuos quimicos sao prioridades.
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Introducio

As doengas fungicas sdo um dos maiores entraves a producdo agricola,
comprometendo a produtividade e a qualidade dos cultivos. Entre os fitopatdgenos de
destaque, Macrophomina phaseolina ¢ responsavel por importantes perdas em diversas
culturas. O controle convencional baseia-se no uso de fungicidas sintéticos, os quais,
embora eficazes, tém favorecido o surgimento de resisténcia, além de trazer riscos
ambientais e toxicoldgicos.

Nesse cendrio, alternativas sustentaveis, como o uso de 6leos essenciais, surgem
como ferramentas promissoras. O oOleo essencial de capim-limdao (Cymbopogon
flexuosus), rico em citral e outros terpenoides, apresenta comprovada atividade
antimicrobiana, tornando-se um candidato relevante para o manejo de doengas fungicas.
O presente estudo objetiva avaliar a atividade antifingica do 6leo essencial de capim-
limao sobre M. phaseolina, por meio de bioensaios in vitro em meio de cultura sélido,
utilizando diferentes concentragdes do 6leo. Serdo analisados o crescimento micelial e a
esporulacdo do fungo, buscando determinar a Concentragdo Minima Inibitoria (CMI).
Com isso, espera-se gerar informacgdes que contribuam para o desenvolvimento de
préticas agricolas mais sustentaveis, reduzindo a dependéncia de fungicidas sintéticos,

minimizando impactos ambientais e favorecendo a seguranca alimentar.

Metodologia
Analise Cromatografica e Espectrometria de Massas

O oleo essencial foi analisado por cromatografia gasosa (CG) acoplada a
espectrometria de massas (EM) em um sistema GC/MS quadrupolo Agilent 5975C Series
(Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com uma coluna apolar DB-5 (Agilent
J & W; 60 m x 0,25 mm didmetro interno, 0,25 pm de espessura de filme). Uma solugdo
de 1 pL de concentracdo conhecida, contendo o respectivo 6leo essencial diluido em
hexano, foi injetada no modo split 1:20, bem como uma solu¢do da mistura de padroes
de hidrocarbonetos C9—C34, composta por padrdoes comerciais da Sigma-Aldrich®. A
temperatura do GC/MS foi programada para iniciar a 60 °C por 3 minutos, aumentando
a uma taxa de 2,5 °C min™" até atingir 240 °C, permanecendo nessa temperatura por 10

minutos. O fluxo de hélio foi mantido constante a 100 kPa. A interface do espectrometro



de massas foi ajustada a 200 °C, e os espectros de massa foram registrados a 70 eV (modo
EI), com velocidade de varredura de 0,5 varreduras/s na faixa de m/z 20-350 (Dutra et
al., 2016). A partir do tempo de retengao dos compostos presentes na amostra de dleo
essencial, no padrao de hidrocarbonetos € na combinag¢ao do 6leo com a mistura desse

padrao, foi calculado o indice de reten¢do para cada composto.

Identificacio Quimica do Oleo Essencial

Os compostos do 6leo essencial foram identificados inicialmente por similaridade
dos valores de indice de retencdo e, posteriormente, confirmados por comparagdo dos
espectros de massa obtidos com aqueles disponiveis nas bibliotecas de EM do GC/MS:
MassFinder 4, NIST08 e Wiley Registry™ 9* Edi¢do, bem como com os descritos por
Adams e Sparkman (2007). As regides dos picos nos cromatogramas foram integradas, e
os valores resultantes foram utilizados para determinar as proporgdes relativas de cada

composto (Gusmao et al., 2013).

Percentual de Inibicdo do Crescimento Radial (PIRG)
A inibi¢do do crescimento da colénia (PIRG) foi quantificada utilizando a

férmula:

D T
PIRG(%) = T X 100

onde:
DC = diametro da coldnia no tratamento controle (cm)

DT = diametro da coldnia no tratamento (cm)

Analises estatisticas
As anadlises estatisticas foram conduzidas em Python (versdo 3.x), utilizando as
bibliotecas statsmodels, scipy, pandas e matplotlib. Foram aplicados dois métodos
principais:
e Regressao Quadratica (OLS): para modelar a relacdo entre concentragao
e PIRG, permitindo estimar a concentracdo de maxima inibicdo pela

derivada da equacdo ajustada.



e Modelo Probit (GLM): para estimar as concentragdes letais (CLso € CLgo)
com intervalos de confianga (IC95%), além do pardmetro de inclinacao
(slope) da curva. O teste de aderéncia foi realizado por Qui-quadrado de
Pearson.
Resultados e Discussiao
O o6leo essencial de C. flexuosus apresentou composicao quimica dominada pelos
monoterpenos oxigenados geranial (38,44%), neral (29,80%) e geraniol (7,10%), além de
fragdes menores de acetato de geranila (5,44%) e B-cariofileno (2,38%), resultando em
um rendimento total de 98,52% dos compostos identificados (Tabela 1). A elevada
proporcao de citrais (geranial + neral), fornece base quimica consistente para o efeito
inibitdrio observado sobre M. phaseolina.

Tabela 1. Perfil quimico do 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus.

N° Compostos IR %
IR€
1 Tricyclene 921 918 0,14
2 o-Pinene 932 930 0,24
3 Camphene 946 944 1,32
4 <6-methyl-5-> 981 1,45
Hepten-2-one 986

5 Myrcene 988 990 0,15
6 Limonene 1024 1026 0,37
7 <(Z)-B-> Ocimene 1032 1037 0,33
8 <(E)-B-> Ocimene 1044 1048 0,18
9 Allyl hexanoate 1079 1072 1,11
10 Terpinolene 1086 1086 0,05
11 Linalool 1095 1099 1,63
12 <exo->Isocitral 1140 1145 0,09
13 <E-a->Necrodol 1144 1148 0,32
14 Citronellal 1148 1153 0,30
15 Z- Chrysanthenol 1160 1164 1,04
16 Rosefuran epoxide 1173 1175 0,33
17 E-Isocitral 1177 1182 1,15

18 a-Terpineol 1186 1189 0,18



19 <n->Decanal 1201 1205 0,16
20 Citronellol 1223 1229 0,25
21 Neral 1235 1244 29,80
22 Geraniol 1249 1257 7,10
23 Geranial 1264 1274 38,44
24 Cyclosativene 1369 1367 0,14
25 a-Ylangene 1373 1371 0,07
26 Geranyl acetate 1379 1383 5,44
27 B-Cubebene 1387 1390 0,18
28 B-Elemene 1389 1391 0,18
29 E-Caryophyllene 1417 1419 2,38
30 o-Humulene 1452 1453 0,24
31 Germacrene D 1480 1481 0,23
32 <epi->-Cubebol 1493 1494 0,17
33 y-Cadinene 1513 1514 1,94
34 0-Cadinene 1522 1523 0,41
35 <(E)-y->bisabolene 1529 1532 0,21
36 Elemol 1548 1549 0,05
37 Caryophyllene oxide 1582 1583 0,69
38 Humulene epoxide II 1608 1610 0,06
Total 98,52

IRY indice de Retengdo de Kratz da Literatura (Adams, 2007);

IRC Indice de Retencdo de Kratz Calculado;

% Porcentagem do composto

Os dados de inibi¢do do crescimento de colonia (PIRG) ajustaram-se ao modelo

de regressdo quadratica (57% de ajuste), indicando efeito significativo das concentragdes

do dleo essencial de C. flexuosus sobre a inibi¢do do crescimento radial de M. phaseolina

(p<0,001) (Figura 1). Pela derivagdo da equagdo, pode-se estimar a concentracdo de

maxima inibigdo em aproximadamente 4,07%, valor que se destaca como ponto 6timo

para a supressdo do crescimento micelial, permitindo o uso de concentragdes eficientes

sem desperdicio de insumos.
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Figura 1. Ajuste de regressdo quadratica para o percentual de inibi¢do do
crescimento radial (PIRG) de Macrophomina phaseolina em fungao das concentragdes

do 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus.

Através do modelo de pode-se estimar as concentragdes letais CLso € CLoo em
1,85% (1,73-1,96 1C95%) e 4,43% (4,19-4,68 1C 95%), respectivamente (Figura 2). A
pequena diferenca entre as estimativas de CLso e CLgg indica que incrementos moderados
na concentracdo do 6leo sdo suficientes para promover aumentos rapidos na inibi¢ao do
crescimento micelial, caracterizando uma curva dose-resposta relativamente ingreme.
Esse perfil ¢ desejavel em bioensaios de controle de fitopatdgenos, pois sugere eficacia

mesmo em faixas de concentracao relativamente estreitas.
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Figura 2. Curva dose-resposta ajustada pelo modelo Probit para o percentual de
inibicdo do crescimento radial (PIRG) de Macrophomina phaseolina em fungdo das

concentragdes do dleo essencial de Cymbopogon flexuosus.

Os achados deste estudo reforcam o potencial do 6leo essencial de C. flexuosus
como uma alternativa sustentavel para o manejo de M. phaseolina. A curva dose—resposta
obtida indica um comportamento bioldgico caracterizado por resposta rapida a
incrementos de concentragdo, sugerindo elevada sensibilidade do patéogeno aos
constituintes majoritarios do 6leo. Esse perfil de resposta ¢ desejavel em estratégias de
controle, pois possibilita 0 uso de doses menores, reduzindo custos de aplicacdo e
minimizando impactos ambientais.

A literatura aponta que o efeito antifungico de 6leos ricos em citral estd associado
a multiplos mecanismos de acdo, incluindo desorganizacdo da membrana plasmatica,
alteracdo na permeabilidade celular e inibicdo de enzimas hidroliticas envolvidas na
patogénese (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). Estudos recentes demonstraram que
a exposicdo de M. phaseolina a 6leos essenciais pode reduzir a atividade de celulase e
pectinase, enzimas essenciais para penetracao e colonizagao dos tecidos vegetais, levando
a diminui¢do da viruléncia (KHALEDI et al., 2015). Essa evidéncia sugere que a agcdo
observada neste trabalho pode envolver ndo apenas efeitos fungistaticos diretos, mas
também a modulacdo de processos metabolicos do patogeno.

De forma convergente, Figueiredo et al. (2023) destacaram que a utilizacdo de
Oleos essenciais em sistemas de cultivo proporciona ndo apenas controle direto de
fitopatogenos, mas também beneficios indiretos, como reducdo do uso de defensivos
sintéticos € menor risco de sele¢do de linhagens resistentes. Nesse sentido, a integragao
do ¢6leo de C. flexuosus em programas de manejo integrado de doengas pode contribuir
para uma agricultura mais resiliente e ambientalmente responsavel, alinhada as demandas
de producao sustentavel.

Os resultados evidenciam que o 6leo essencial de C. flexuosus apresenta elevado
potencial antifingico contra M. phaseolina. A concentragao de 25 uL/mL (TS) foi a que
promoveu a maior inibi¢do observada nos bioensaios, confirmando o efeito dose-

dependente do 6leo sobre o crescimento micelial. Além disso, a concentragdo de maxima



inibi¢do estimada pelo modelo (4,07%) e os valores calculados de CLso € CLoo (1,85% €
4,43%, respectivamente) reforcam que pequenas quantidades do 6leo sdo suficientes para
reduzir de forma significativa o desenvolvimento do fungo. Esse desempenho evidencia
a eficiéncia do 6leo como fungicida natural e destaca seu potencial para ser incorporado
em programas de manejo sustentavel de doencas.
Conclusao

O oleo essencial de C. flexuosus apresentou expressiva atividade antifungica
contra M. phaseolina, com estimativas de CLso e CLoo que evidenciam alta eficacia em
concentragdes relativamente baixas. A determinacdo da concentracdo 6tima de 4,07%
para maxima inibicdo micelial representa um dado importante para recomendagdes
técnicas, permitindo o uso racional de bioinsumos. Esses achados confirmam o potencial
desse oleo essencial como uma alternativa viavel no manejo integrado de doengas de solo,
possibilitando a reducdo da necessidade de fungicidas sintéticos e contribuindo para uma
agricultura mais sustentavel.
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