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RESUMO

O controle de fitopatdégenos na agricultura ¢ um passo fundamental para a otimizagao de
processos de qualidade na produgdo de culturas de importancia socioecondmica. O Brasil ¢ um
dos maiores produtores de melao, que enfrenta problemas associados a resisténcia de fungos aos
antifingicos comerciais, gerando a necessidade de visar controles alternativos para estes
fitopatogenos. Dessa forma, o presente estudo, objetivou avaliar o efeito do extrato aquoso de
Handroanthus impetiginosus Mart. ex DC. in vitro para investigar a atividade antifingica frente
aos fitopatogenos do meloeiro, Fusarium sp., Rhizoctonia solani € Macrophomina phaseolina. O
extrato foi obtido por decocg¢do em propor¢ao 40g da casca para 300 ml de dgua destilada e
posteriormente incorporado ao meio de cultivo BDA (batata-dextrose-agar), suplementado com
cloranfenicol (50 mg/L), nas concentragdes de 5%, 10% e 20%. Discos de 6 mm de didmetro de
micélio fungico de cada fitopatégeno foram inoculados e transferidos para incubacao em estufa
BOD para 28 + 2 °C. As avaliagdes do crescimento micelial foram realizadas em 24, 48 e 72
horas. No ultimo dia, um microcultivo foi realizado para avaliagdo morfolégica com auxilio de
um microscopio optico. Os dados obtidos foram expressos a partir do delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 3x3x3 contando com trés fitopatdgenos em
triplicata, trés concentragdes do extrato e em trés tempos. O extrato demonstrou potencial de

inibigdo para Fusarium sp e Rhizoctonia solani, mas em baixas porcentagens.

Palavras-chave: resisténcia de fungos, controles alternativos, potencial de inibigao.



ABSTRACT

The control of phytopathogens in agriculture is a fundamental step towards optimizing
quality processes in the production of crops of socioeconomic importance. Brazil is one of the
largest melon producers, which faces problems associated with fungal resistance to commercial
fungicides, generating the need to look for alternative controls for these phytopathogens.
Therefore, the present study aimed to evaluate the effect of the aqueous extract of Handroanthus
impetiginosus Mart. ex DC. in vitro to investigate antifungal activity against melon
phytopathogens, Fusarium sp., Rhizoctonia solani and Macrophomina phaseolina. The extract
was obtained by decoction in proportion of 40g of the peel to 300 ml of distilled water and
subsequently incorporated into the PDA (potato-dextrose-agar) culture medium, supplemented
with chloramphenicol (50 mg/L), at concentrations of 5%, 10 % and 20%. Discs of 6 mm in
diameter of fungal mycelium from each phytopathogen were inoculated and transferred to
incubation in a BOD oven at 28 + 2 °C. Mycelial growth assessments were carried out at 24, 48
and 72 hours. On the last day, a microculture was carried out for morphological evaluation with
the aid of a specific optical device. The data obtained were expressed based on a randomized
experimental design (DIC) in a 3x3x3 factorial scheme with three phytopathogens in triplicate,
three concentrations of the extract and at three times. The extract declared inhibition potential for

Fusarium sp and Rhizoctonia solani, but in low percentages.

Keywords: fungal resistance, alternative controls, prevention potential
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1. INTRODUCAO

O avanco do agronegdcio no Brasil ao longo de décadas consolidou o pais como um dos
maiores produtores e exportadores de commodities mundiais (Quintam et al., 2023). No entanto,
o aumento das praticas agricolas e o uso persistente de defensivos tém favorecido a propagacao
de microrganismos resistentes e impactando a saude humana. Tendo em vista este cendrio, a
utilizacdo de extratos provenientes de plantas medicinais ¢ uma alternativa promissora para o
controle de fitopatdgenos em culturas de interesse comercial (Ferreira et al., 2014).

Os compostos naturais derivados dos metabolitos secundarios das plantas tém sido
amplamente explorados devido ao seu potencial ecoldgico, contrapondo o manejo agricola
classico, no qual ¢ baseado no uso de substancias quimicas sintéticas (Venturoso et al., 2010).
As formulagdes naturais podem variar desde o extrato aquoso até a producao de 6leos essenciais,
por apresentarem propriedades bactericidas e fungicidas, que favorecem a sustentabilidade,
reduzem custos e simplificam os processos agricolas (Stangarlin et al., 1999; Marcondes et al.,
2014).

Culturas de grande importdncia econdmica, como o meldo, podem sofrer perdas
significativas de até¢ 75% da safra. Essas perdas podem ocorrer tanto durante o ciclo da cultura
como na pods-colheita dos frutos e sdo ocasionadas pela atuacdo de fitopatdgenos, que resultam
em alteracOes fisiologicas na planta, perda da qualidade dos frutos, acarretando em prejuizos
economicos (Ventura et al., 2002; Lisbinski et al., 2023).

No Brasil, os estados do Ceard e Rio Grande do Norte destacam-se como o0s principais
exportadores de meldo, o que ressalta a necessidade de estratégias eficazes que contribuam para o
controle de doengas e constante produtividade. Dessa forma, t€ém-se verificado na literatura
numerosos registros de extratos capazes de inibir a germinagdo e crescimento micelial fungico,
por exemplo, extrato aquoso de folhas de graviola e erva-cidreira com efeito inibitdrio no
crescimento de Colletotrichum gloeosporioides in vitro de trés a seis dias, enquanto o lapachol
isolado apresentou caracteristicas promissoras na inibi¢ao da espécie Rhizoctonia solani também
in vitro (Souza et al.,2007;Venturoso et al., 2010).

O Handroanthus impetiginosus Mart. ex DC. ¢ uma arvore amplamente conhecida por
suas aplicagdes na medicina popular (Mota et al., 2023). Tendo em vista a sua vasta

disponibilidade pelo territério da América do Sul, estudos cientificos buscaram ao longo dos anos
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evidenciar as propriedades da arvore, a fim de compreender seus principios ativos (Warashina et
al., 2006). Em estudos, alguns pesquisadores demonstram que a casca e a madeira possuem
presenca de naftoquinonas, lapachol e beta-lapachona como as substancias mais abundantes, bem
como, fenodlicos, flavonodides, triterpenos e esterdides (Baker, 2020). Além disso, pesquisas
indicam potencial antimicrobiano da entrecasca da arvore contra as bactérias Staphylococcus
aureus ATCC 29213 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Sousa, 2017).

Pelo exposto, considerando sua rica composicdo metabolica, o Handroanthus
impetiginosus Mart. ex DC. tem sido alvo de estudos para aplicacdes no controle de
fitopatdogenos. Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade
antifungica de Handroanthus impetiginosus Mart. ex DC. in vitro, sobre diferentes fitopatogenos
radiculares do meloeiro. A pesquisa visa contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais
sustentaveis e eficazes, € no manejo integrado de doengas de plantas ocasionadas por fungos,
promovendo a seguranga alimentar, a sustentabilidade ambiental, a popularizag¢do e simplificacao

de processos no setor agricola.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Aspectos gerais sobre a cultura do meloeiro

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de meldo, com uma producao em 2023 de 862.387
Toneladas em 30.535 hectares, assumindo a décima terceira posi¢do do ranking mundial de
produtores com uma porcentagem de 1,98% de participagdo, destinando a maior parte da produgao
para a exportacdo, tendo como principais compradores Inglaterra, Holanda e Espanha (Eschionato
et al., 2017; Gazzola et al., 2020; IBGE, 2024). O Nordeste se destaca como a regido de maior
produgdo, com énfase nos estados do Ceard e do Rio Grande do Norte que s3o conhecidos pela alta
produtividade e qualidade do fruto, beneficiados por apresentarem condi¢des edafoclimaticas ideais
para o cultivo, como solos férteis, poucas chuvas e baixa umidade do ar (Pereira et al., 2012;
SEBRAE, 2016.). Em 2023, o Rio Grande do Norte produziu cerca de 604.566 toneladas de melao,
evidenciando a fruticultura como setor de suma importancia socioecondmica (Costa et al., 2022;
IBGE, 2024).

O meloeiro (Cucumis melo L.) pertence a familia botanica das Cucurbitaceas e possui sabor
adocicado ou amargo, a depender das condigdes climaticas que foi cultivado. Seu desenvolvimento
ocorre principalmente em regides de clima quente e possui ciclo de desenvolvimento rapido, de 60 a
90 dias com a implementacdo de sementes melhoradas. Entre os estados do Cearad e Rio Grande do
Norte, ¢ predominante o cultivo dos meldes do tipo amarelo, amplamente procurados pelos paises
Europeus e conhecidos como “frutos nobres” (Gazzola et al., 2020)

Entretanto, mediante as necessidades de produgdo, as praticas de monocultura se tornaram
persistentes e as areas de cultivo expandiram em hectares, contribuindo para uma maior incidéncia
de fungos nas culturas, que sao favorecidas pelos cultivos sucessivos (Trento et al., 2002). Os
fitopatdogenos que estdo vinculados ao meloeiro, em sua maioria, estdo presentes no solo e sdo
fatores limitantes a produgdo, podendo afetar a cultura de formas distintas a depender da regido que
se encontram (Lima et al., 2001; Bernado et al., 2015). Entre as principais patologias, as podriddes
ocorrem com maior frequéncia e prejudicam a absorcdo de nutrientes necessarios ao
desenvolvimento da planta, em decorréncia aos danos causados ao sistema radicular, podendo
impactar as culturas desde as fases de semente até¢ a fase pds-colheita, responsavel por murchar

partes da planta, ocasionando paralisia de crescimento e tombamento (Nogueira ef al., 2017). Nesse
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contexto, a incidéncia de patologias segue sendo um fator determinante no cultivo (Amaral et al.,

2005).

2.2. Principais fitopatogenos associados

Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani sdo fungos filamentosos cosmopolitas que
habitam naturalmente o solo e estdo entre os géneros mais incidentes no meloeiro, podendo atuar
independentemente ou em associacdo a outros fitopatdégenos, causando o colapso total da planta,
bem como o género Fusarium. (Andrade et al., 2005). Comumente, tais géneros atuam no sistema
radicular causando podriddo das raizes e demais sistemas responsaveis pela absor¢do de agua e
nutrientes do solo como caule e folhas, resultando na murcha e consequente morte da planta
(Bernado et al., 2015). A murcha do Fusarium ¢ uma das principais doengas que acometem o
meloeiro. A infecgdo inicia no sistema radicular e se estende por toda planta, provocando a murcha
e necrose das folhas e manchas escuras no tronco, interferindo de forma significativa no
crescimento. A Rizoctoniose ¢ causada pelo fungo Rhizoctonia solani, plantas infectadas
apresentam sintomas de morte das plantulas, podridao de sementes e cancro nos talos, induzindo a
uma morte prematura (Michereff et al., 2008).

A persisténcia desses microrganismos ¢ atribuida as estratégias de resisténcia
desencadeadas pela aplicagdo de produtos quimicos e pelo cultivo repetido de culturas, favorecendo
a adaptacdo desses microrganismos a condi¢des adversas (Porto et al., 2020). Além disso,
encontram-se em camadas superficiais do solo, favorecendo a disseminacao por vento, chuva e
movimentos. A Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani possuem como estratégia de
sobrevivéncia a formagdo de estruturas conhecidas como esclerodios, que para o Fusarium solani
ocorre em microescala (Alonso et al., 2005; Gusmao et al., 2020). Os esclerddios funcionam como
um reservatorio de nutrientes para os fungos, fixando-se nos tecidos vegetais e podendo permanecer
por anos no solo, o que contribui para a persisténcia nos ambientes e capacidade de causar infec¢ao

em qualquer etapa de crescimento (Santos ef al., 2021).

2.3. Resisténcia microbiana aos antifingicos comerciais

Os compostos azdlicos (fluconazol, itraconazol, voriconazol, etc.) e organoclorados
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(incluem o hexaclorobenzeno, HCB) s3o substincias quimicas que desempenham um papel
fundamental seja na base para produtos farmacologicos ou fungicidas na agricultura. Sua
atividade consiste na capacidade de inibir a acdo de enzimas responsaveis por ativar a biossintese
de componentes essenciais a constitui¢do da membrana plasmatica dos fungos (Parreira et al.,
2009). Contudo, a exposi¢do frequente aos componentes sintéticos tém favorecido a selecdo de
microrganismos de modo a torna-los resistentes, resultando em um cendrio preocupante, tanto
do ponto de vista ambiental, quanto de saude publica (Almeida et al., 2009).

O estudo conduzido por Drummond et al., (2007) revelou uma relagdo entre cepas
ambientais e clinicas, apontando que o uso indiscriminado de defensivos agricolas esta
favorecendo a ocorréncia de resisténcia cruzada. Além disso, um levantamento bibliografico
desenvolvido por Basso et al., (2021) destacou que dos 69 trabalhos cientificos estudados, 31
destes evidenciaram riscos associados ao uso indiscriminado dos agrotdxicos, correlacionando-os
com desenvolvimento de malformagdes congénitas, cancer e transtornos mentais. Sobretudo,
ainda apontou sobre os impactos ambientais que vao desde modificagdo da composicao do solo,
até a contaminagao do lengol freatico e do ar, que reflete diretamente em alteracdes morfoldgicas
dos seres vivos e assim, influencia em todo o ecossistema.

Estima-se que o Brasil seja o segundo maior mercado consumidor de agrotoxicos. Os
nimeros evidenciam o investimento em cerca de 920 mil toneladas de compostos ativos no ano
de 2024 (UDOP, 2024). Dessa forma, levanta-se a discussao para questdes como a inseguranca
alimentar, uma vez que ha uma preocupagdo emergente sobre os potenciais efeitos negativos de
contaminagdo por defensivos quimicos no consumo de frutas e hortali¢as que sdo promovidas
como alimentos saudaveis (Almeida er al., 2009). Além de que, ndo existem fungicidas
especificos para estes géneros fungicos (Pereira, et al., 2012). Portanto, a busca por novas
metodologias que sejam capazes de atender as crescentes demandas de produtividade agricola, de
forma que também amenize os impactos ambientais e a problematica da resisténcia microbiana

tornou-se prioridade na pesquisa cientifica (Stangarlin et al., 1999; Venturoso et al., 2010).

2.4. Atividade antimicrobiana de extratos vegetais

O uso de extratos vegetais no controle de fitopatégenos tém ganhado destaque e sdo
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amplamente investigados como um controle alternativo, visto que a atividade dos metabolitos
secundarios proveniente de plantas medicinais podem inibir enzimas essenciais, interferir no
metabolismo celular, na interagdo dos acidos nucleicos e na integridade da membrana dos
microrganismos, de modo que torna a administracdo mais disponivel economicamente e mais
limpa ecologicamente, auxiliando no processo de reducdo do uso de defensivos agricolas e os
efeitos adversos decorrentes dessa aplicagdo (Ferraz et al., 2008; Amaral et al., 2005)

Nesse contexto, o estudo de Bernardo et al., (2015) por exemplo, evidencia essa atividade
ao testar extratos aquosos das plantas medicinais Ocimum basilicum, Baccharis trimera e Cnicus
benedictus contra os fitopatdgenos Alternaria alternata e Rhizoctonia solani com resultados
significativos de inibi¢do de até 98% do crescimento de A4. alternata com o extrato de B. trimera
e 99% para R. solani com o extrato de O. basilicum. Ainda, Silva et al., (2012) demonstrou
atividade satisfatoria ao testar extratos de cravo-da-india com capacidade inibitéria de
Colletotrichum gloeosporioides em 100% e extrato de alho com inibi¢do de 86,90%. Bem como,
Venturoso et al., (2010) que constatou a atividade inibitdria do crescimento micelial do fungo
Fusarium solani a partir do extrato de cravo-da-india. Desse modo, busca-se contribuir para a
descoberta de novas plantas medicinais que sejam capazes de atuar no controle de fitopatdgenos,

garantindo novas perspectivas ao setor agricola.

2.5. Historico da Handroanthus impetiginosus Mart. ex DC. e seus compostos bioativos

O Ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus Mart. ex DC.) ¢ uma éarvore de grande porte
pertencente a familia Bignoniaceae, nativa da América do Sul, comum em regides tropicais,
como o Cerrado (Alves, 2016). Suas flores variam entre a coloragdo rosa e roxo, com folhas
contendo 5 foliculos com floracdo ocorrendo entre maio-agosto € seu desenvolvimento pode
chegar a até 12 metros de altura tendo um crescimento rapido (Vieira et. al., 2016; Felipe et al.,
2023).

O extrato obtido através das cascas, cerne e folhas é tradicionalmente utilizado na
medicina popular hé séculos para tratar diversas condi¢des, como inflamacgdes e infecgdes, sendo
a planta vista como uma “medicina alternativa” que reflete em pesquisas para a ciéncia médica
atual (Glehn, 2012; Simdes et. al., 2019). Tendo em vista as suas propriedades terapéuticas, a

comunidade cientifica buscou ao longo dos anos compreender quais os compostos estavam
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associados as suas atividade farmacoldgicas. Os trabalhos comprovaram atividades
antibacteriana, antifiingica, antitumoral e anti cancerigenas em decorréncia aos componentes
ativos envolvidos, que incluem os metabolitos secundarios quinonas, naftoquinonas, flavonoéides,
terpenos, acidos fenolicos e taninos, sendo a B-lapachona (quinona) o lapachol (naftoquinona)
considerados os principais componentes amplamente estudados devido suas propriedades
terapéuticas como mostra a Figura 1 (Warashina et al., 2006; Coelho, 2015). Abaixo, figuras

com estruturas quimicas de exemplos das principais classes quimicas presentes no ip€ roxo.

Figura 1: Estruturas dos principais compostos quimicos do Handroanthus impetiginosus

Mart. ex DC.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

No ramo da farmacologia, o lapachol possui ampla atividade bioldgica contra diferentes
organismos e recentemente tém-se discutido a viabilidade de sua atividade sobre a otica do
combate a fitopatogenos e pragas, em sua acdo herbicida e efeitos alelopaticos. Ensaios
realizados por Ferreira, et al., (2014) confirmaram a atividade inibitoéria de componentes do
grupo naftoquinonas frente ao crescimento dos fungos Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani

com resultados promissores, com o lapachol responsavel por inibir 92,8% com halo de apenas
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0,50cm formado e a B-lapachona 95,5% com halo de 0,31cm (Souza et al., 2007).

Além disso, o estudo de Botelho et a/ (2008) demonstrou que as sementes do ipé roxo sao
menos suscetiveis a possiveis efeitos de fungos nas sementes em comparagdo com o ipé amarelo
e ipé rosa, evidenciando uma possivel resisténcia da arvore a alguns fitopatogenos. Constatou-se
ainda, atividades de supressao de nematoides, controle de pragas, estimulo de crescimento e de
sistema imunoldgico para culturas em ensaios com ipé roxo (Montagnini et al., 2023). Dessa
forma, os dados apresentados indicam uma possivel capacidade de atividade contra
fitopatogenos, de forma que ainda, o extrato possa vir a auxiliar o desenvolvimento da planta em
testes in vivo.

Assim, essas pesquisas levantaram a possibilidade de testar diferentes concentra¢des do
extrato de ipé roxo sob diferentes patogenos, a fim de investigar seus efeitos de inibigdo e

consequentemente aprimorar as pesquisas relacionadas ao controle.
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3. HIPOTESES

I - O extrato aquoso de Handroanthus impetiginosus Mart. ex DC. possui metabolitos
secundarios que sdo capazes de inibir o crescimento de fungos fitopatogenos;

IT - Concentragdes diferentes do extrato terdo respostas distintas de inibicdo para cada isolado
fungico analisado;

III - Tempos de exposigao diferentes ao extrato irdo contribuir para o efeito de inibicao;
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4. JUSTIFICATIVA

O controle de fitopatdogenos na agricultura ¢ um passo fundamental para a otimizagdo de
processos de qualidade na produgdo de culturas. Contudo, ha problematicas associadas aos
controles sintéticos convencionalmente aplicados, sendo um deles, a inducdo da resisténcia de
fitopatogenos, uma vez que dificultam as praticas e instigam a produgdo de defensivos quimicos
ainda mais fortes. Dessa forma, torna-se imprescindivel a busca por controles alternativos
capazes de inibir os microrganismos de forma que ndo induza resisténcia, contamina¢do do
ecossistema e a exposi¢ao de trabalhadores a produtos toxicos. Diante dos bioativos constituintes,
acoes e propriedades apresentadas, o Handroanthus impetiginosus Mart. ex DC apresenta-se
como um agente bioldgico pouco explorado como potencial para atuar como biofungicida no
controle de fitopatogenos agricolas.

Portanto, considerando o potencial bioldgico dos compostos quimicos presentes na planta,
juntamente com a necessidade de novas abordagens e compostos bioativos para o controle de
doengas que afetam a produtividade agricola, esse estudo propds avaliar os efeitos de diferentes
concentragdes do extrato aquoso de H. impetiginosus no controle de fitopatdogenos associados ao
meloeiro, cultura de grande importancia socioecondmica na regido do semiarido, na busca de

gerar novas perspectivas para o manejo de doengas.
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5. OBJETIVOS DA PESQUISA

5.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do extrato aquoso de Handroanthus impetiginosus Mart. ex DC. in vitro
para investigar quanto a atividade fungicida frente aos patdégenos do meloeiro, Fusarium sp.,

Rhizoctonia solani e Macrophomina phaseolina.

5.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o potencial de inibicdo do extrato nas concentragdes de 5%, 10% e 20% frente ao
crescimento micelial dos fungos;

e Avaliar a relagdo do potencial de inibi¢do versus tempo de tratamento;
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Local de execucio

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia de Fungos da Universidade

Federal Rural do Semi-Arido (LABFUNGI/UFERSA).

6.2. Coleta e preparo do material (5°4'14,88" S; 37°32'1,51" O)

As cascas do caule foram coletadas pela manha na regido de Lucrécia/RN (6° 5' 39" Sul,
37° 48' 38" Oeste) em periodo seco, sem floracdo e acondicionadas em sacos de papel kraft 180g
e transportadas para o Laboratorio de Biotecnologia de Fungos (UFERSA). As cascas passaram
por um processo de limpeza, no qual foram retirados materiais provenientes do solo e insetos.
Posteriormente, as cascas foram lavadas em dgua corrente e submetidas a estufa por 48 horas a 60
°C para secagem. Por fim, foram fragmentadas de forma manual em tamanhos aleatorios e
trituradas em liquidificador, até obter o material em po, seguindo a metodologia de Felipe et al.,

(2023)

6.3. Obtencao dos fungos fitopatogénicos

Os isolados fungicos de Fusarium sp., Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani,
foram obtidos da colecdo de fungos do Laboratorio de Microbiologia e Fitopatologia da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (LAMIFI/UFERSA). Os mesmos foram repicados e
cultivados em batata-dextrose-agar (BDA) e mantidos na incubagdo em estufa BOD para 28 £ 2

°C.

6.4. Preparo do extrato

O extrato vegetal foi produzido de acordo com Felipe et al., (2023) utilizando 4gua
destilada como solvente, através do método de decoccdo com 40g de casca para 300 ml,
propor¢ao m/v de (1:7,5). O processo durou 50 minutos a 100 °C em béquer sobre chapa de
aquecimento, coberto parcialmente por vidros de reldgio para evitar a perda completa de agua.

Em seguida, o material ficou por 30 minutos em temperatura ambiente para reducdo de
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temperatura. A solucdo obtida foi filtrada em papel de filtro n°, obtendo-se o extrato aquoso
bruto, que posteriormente foi fracionado nas concentracdes de 5%(15ml), 10%(30ml) e
20%(60ml), quantidade referente a 300ml de meio para cada grupo dos tratamentos.
suplementado com antibiotico (cloranfenicol - 50 mg/L). Posteriormente, os tratamento diluidos
no meio, foram submetidos ao processo de esterilizagdo em autoclave por 15 min, a uma
temperatura de 121°C sob pressdo de 1,1 kgf cm™? e vertidos em placas de petri 90 mm x 15 mm
(Ferreira et al., 2014). Apos a solidificacdo e passadas 24 horas, a repicagem foi realizada a partir
de discos de 6 mm de didmetro utilizando um furador, contendo micélio fingico dos respectivos
isolados conforme a metodologia de Marcondes et al., (2014) e as placas foram submetidas a

incubagao em estufa BOD para 28 + 2 °C.

6.5. Avaliacio da atividade antifungica in vitro do extrato

6.5.1. Avaliag¢dao das concentracdes do extrato sobre o crescimento micelial associado ao
tempo de incubagao.

O diametro das colonias dos tratamentos (5%, 10% e 20%) foi mensurado com auxilio de
um paquimetro manual medindo o didmetro de crescimento das colonias (média de duas medidas
diametralmente opostas da colonia) e comparado ao crescimento micelial obtido com a
colonizagdo dos fungos na placa testemunha apds 24, 48 e 72 horas a partir da média das
triplicatas. Em seguida, ao fim das 72 horas de incubacdo, a porcentagem de inibi¢do do
crescimento (PIC) foi obtida por meio da féormula: PIC = [(diametro da testemunha — didmetro do

tratamento)/didmetro da testemunha] x 100, para cada concentragdo em relagdo a testemunha.

6.5.2 Avaliacao morfologica

Para avaliar as possiveis alteragdes na morfologia dos fitopatdgenos, foi realizado um
microcultivo apds 72 horas de incubacdo para avaliar possiveis mudangas na morfologia dos
fitopatogenos nas trés concentragdes. Logo apos, laminas foram preparadas para observagao com
adicao de uma gota do corante azul de lactofenol e em seguida, a laminula contendo a amostra foi

disposta sobre o corante. Para visualizacdo, foi utilizado um microscopio Optico na objetiva de
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40x, visando avaliar caracteristicas como hifas e estruturas reprodutivas, em forma e tamanho de
acordo com o desenho experimental para avaliar a atividade inibitoria do extrato de

Handroanthus Impetiginosus Mart. ex DC. contra fitopatégenos do meloeiro.

Figura 2: Desenho experimental para a avaliagdo da atividade inibitoria do extrato de

Handroanthus Impetiginosus Mart. ex DC. frente a fitopatégenos do meloeiro.
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6.6. Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos a partir do delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC) em esquema fatorial 3x3x3 contando com trés fitopatogenos em triplicata, trés
concentragdes do extrato e em trés tempos. Os pressupostos para a ANOVA foram verificados da
seguinte forma: normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk (p > 0,05), homocedasticidade pelo teste
de Bartlett (p > 0,05) e independéncia das unidades experimentais. Com o0s pressupostos
atendidos, realizou-se a ANOVA e, ao encontrar diferencas significativas, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). As analises e graficos foram feitos no R (versao

4.3.0) usando RStudio.
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7. RESULTADOS

7.1. Efeitos da concentracio e tempo sobre o crescimento micelial

Os resultados do efeito das diferentes concentragdes do extrato (5%, 10% e 20%) para os
trés tempos (T24, T48 e T72) sobre o crescimento dos fungos Fusarium sp., Macrophomina
phaseolina e Rhizoctonia solani in vitro estdo representados na Tabela 1, onde se tem os trés

fatores expressos, sendo um destes, um qualitativo e dois quantitativos com dados significativos.

Tabela 1: Efeito do extrato de Handroanthus impetiginosus (ip€ roxo) nas concentragdes de 5%,
10% e 20% no crescimento micelial (mm) de Fusarium sp., Rhizoctonia solani e Macrophomina
phaseolina incubados em agar BDA suplementado com cloranfenicol (50 mg/L) ao longo de 24,

48 e 72h.

24h
Fungo Controle 5% 10% 20%
Fusarium sp. 0,66 cA° 384bA° 556bA° 7.21DbA°
Rhizoctonia solani. 20,39 bA° 1548 aA® 13,81 aA® 12,22 bA°
Macrophormina p. 20,39 bA° 20,52 aB® 20,56 aB® 20,43 aB*
48h
Controle 5% 10% 20%
Fusarium sp. 20,39 bA” 22,11 bA° 22,40 cA® 23,84 bA°
Rhizoctonia solani. 60,96 aA® 63,69 aA® 66,88 bA" 68,24 aA
Macrophomina p. 60,54 aA” 60,86 aA® 63,98 aA” 68,71 aA”
72h
Controle 5% 10% 20%
Fusarium sp. 40,05bB* 37,67 bB® 33,69bB* 49,04 bA®
Rhizoctonia sp. 90,00 aA® 90,00 aA® 90,00 aA® 90,00 aA®
Macrophomina p. 90,00 aA* 90,00 aA® 90,00 aA® 90,00 aA®

*A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA, que revelou diferengas significativas entre os grupos (p < 0,05). Médias seguidas
pela mesma letra mintiscula, maitscula e sobrescrita nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
*Sendo a letra minuscula a relagdo estatistica entre os trés fungos para cada tempo e tratamento, a letra maiuscula a relagdo entre cada hora

e suas devidas concentracdes para cada fungo e a letra sobrescrita a relagdo entre os tratamentos nos trés tempos para cada fungo.

Analisando a varidvel tempo, temos que no T24, para o género Fusarium sp. todos os
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tratamentos 5%(3,84 mm), 10%(5,56 mm) e 20%(7,21 mm) tiveram seus didmetros crescentes
mediante aumento da concentragdo. O mesmo ocorreu para Macrophomina phaseolina com
crescimento de 5%(20,52 mm) e 10%(20,56 mm), com uma pequena reducdo em 20%(20,43
mm). No entanto, para Rhizoctonia solani, o aumento das concentragcdes gerou a redugdo dos
halos de crescimento, 5%(15,48 mm), 10%(13,81 mm) e 20%(12,22 mm) conforme ilustrado na

figura 3.

Figura 3: Efeito do extrato de Handroanthus impetiginosus (ip€ roxo) nas concentragdes de 5%,

10% e 20% no crescimento micelial (mm) apds 24 horas.
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Quando avaliado o T48 para Fusarium sp., a interagdo extrato/fungo continuou crescente,
5%(22,11 mm), 10%(22,40 mm) e 20%(23,84 mm). Para Rhizoctonia solani, os didmetros
também foram crescentes mediante aumento da concentraciao 5%(63,69 mm), 10%(66,88 mm) e
20%(68,24), bem como Macrophomina phaseolina, 5%(60,86 mm), 10%(63,98 mm) e
20%(68,71 mm) (Figura 4).
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Figura 4: Efeito do extrato de Handroanthus impetiginosus (ip€ roxo) nas concentragdes de 5%,

10% e 20% no crescimento micelial (mm) apds 48 horas.
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Em contrapartida, em T72 para Fusarium sp., as concentracdes de 5%(37,67 mm) e
10%(33,69 mm) obtiveram halo de crescimento menor que o tratamento e com 20%(49,03 mm) o
fungo retomou seu crescimento de modo a ultrapassar o didmetro da testemunha 0%(40,05 mm).
Para Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani o crescimento micelial se equiparou as

testemunhas, tendo atingido todo didmetro da placa de petri (90 mm) (Figura 5).

Figura 5: Efeito do extrato de Handroanthus impetiginosus (ip€ roxo) nas concentragdes de 5%,

10% e 20% no crescimento micelial (mm) ap6s 72 horas
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Crescimento fungico por concentragdo em T72horas
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Ainda, ao avaliar a porcentagem de inibicdo do crescimento (PIC) ao fim do tempo de
incubacdo (T72), de acordo com a Tabela 2 nota-se, que apenas o género Fusarium sp. teve
percentuais acima de 0%, sendo estes, 5% (PIC: 5,94%), 10% (PIC: 15,88%) e 20%(-22,42%)
(Figura 6).

Figura 6: Efeito do extrato sobre halo de crescimento em Fusarium sp., Rhizoctonia solani e
Macrophomina phaseolina. (CF) controle de Fusarium sp., (CR) controle de Rhizoctonia solani
e (CM) controle de Macrophomina phaseolina. Sendo a repeti¢do (2) de cada tratamento

apresentado nos registros em comparagao a testemunha ap6s 72 horas.



Tabela 2: Porcentagem de inibicdo do crescimento (PIC) dos tratamentos e dos fungos,

Fusarium sp., Rhizoctonia solani. ¢ Macrophomina phaseolina de acordo com o didmetro final

do halo de crescimento em mm.

33

Fusarium sp. Rhizoctonia solani Macrophomina phaseolina
Concentracio  T72 (mm) PIC T72 (%) Concentracio T72 (mm) PIC T72 (%)  Concentracio T72 (mm) PIC T72 (%)
0% 40,05 0 0% 90 0% 0% 90 0%
5% 37.67 5.94 5% 90 0% 5% 90 0%
10% 33.69 15.88 10% 90 0% 10% 90 0%
20% 49,03 -22.42 20% 90 0% 20% 90 0%

7.2 Analise do efeito do extrato nas estruturas dos fitopatégenos

Ao avaliar as estruturas fingicas, foi possivel obter resultados que evidenciam alteragdes
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na disposi¢do e tamanho das hifas de Rhizoctonia solani quando submetido a crescimento
micelial em meio BDA suplementado com o extrato como agente antifingico. Ainda, notou-se o
aumento da concentracdo de conidios para Fusarium sp. em resposta ao aumento da
concentragdo. Contudo, para Macrophomina phaseolina nao foram observadas alteracdes

morfoldgicas (Figura 7).

Figura 7. Imagens microscopicas dos fitopatdgenos avaliados para identificar alteragdes
morfologicas apos o tratamento com 5%, 10% e 20% do extrato. As imagens mostram a
morfologia dos fitopatdogenos antes e apOs o tratamento, evidenciando as possiveis alteragdes

induzidas.
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8. DISCUSSAO

O controle eficaz de fitopatdogenos em campo ¢é essencial para garantir uma boa safra. No
entanto, um antifingico com alta capacidade de inibi¢do, sendo este majoritariamente composto
por bioativos naturais com reducao de impactos ambientais, ainda ¢ uma demanda a ser alcangada
nas safras do meloeiro. Neste estudo, o extrato aquoso de Handroanthus impetiginosus obtido
através da extragdo por decoc¢do mostrou ser capaz de inibir o crescimento micelial de Fusarium
sp e Rhizoctonia solani, enquanto ndo se observou efeito significativo para Macrophomina sob as
condicdes utilizadas.

Analisando a variavel tempo, temos que no T24 para o género Fusarium sp. todos os
tratamentos apresentaram halo de crescimento maior do que a testemunha. Logo, isso sugere que
em 24 horas o extrato ndo inibiu o crescimento e pode ter fornecido um meio ainda mais
favoravel para o crescimento inicial dos fungos. O mesmo acontece para Macrophomina
phaseolina que teve todos os tratamentos com diametros maiores que a testemunha, com exce¢ao
da concentracdo de 20%(20,43 mm) que teve didmetro reduzido quando comparado as demais
concentragdes, mas ainda sim, maior que o diametro da testemunha 0%(20,39%). No entanto,
para Rhizoctonia solani, o aumento das concentracdes resultou no aumento do potencial
inibitorio, sendo todos os didmetros dos tratamentos menores que o da testemunha, evidenciando
o extrato como possivel agente antifingico para esta espécie em 24 horas de tratamento.

Quando avaliado o T48 para Fusarium sp. a interagdo com o extrato continuou
promovendo o crescimento micelial, mas com uma menor discrepancia de didmetros em contraste
ao T24. Bem como, para Macrophomina phaseolina, mas com discrepancia de didametro maior
que o T24, ambos os fitopatdgenos sem alteragdes evidentes de um tempo para o outro. Em
contrapartida, Rhizoctonia solani no T48, curiosamente teve uma expansao de didmetro crescente
a medida que as concentracdes aumentaram, sugerindo que o extrato agiu como um agente
facilitador apds 48 horas de incubacgdo, 0%(60,96 mm), 5%(63,69 mm), 10%(66,88 mm) e
20%(68,24 mm).

Ainda, para o T72 as concentragdes de 5%(37,67 mm) e 10%(33,69 mm) obtiveram halo
de crescimento menor que a testemunha 0% (40,05 mm), o que sugere um inicio de atividade
antifingica nessas concentragdes apos 72 horas de exposi¢ao, para Fusarium sp. Por outro lado, a
concentragdo de 20%(49,03 mm) notavelmente favoreceu o crescimento fingico em relagdo a

testemunha, evidenciando que em concentragdes mais altas em um maior tempo, o extrato perde
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sua eficiéncia de modo a contribuir para o crescimento micelial, invalidando o seu potencial de
atuar como agente biologico antifungico nessa concentragdo e tempo, mediante o método
escolhido para a producao do extrato e para o género estudado.

Todavia, para Rhizoctonia solani e Macrophomina phaseolina nenhuma concentragao
exerceu atividade inibitéria, demonstrando diametro de crescimento (mm) em padrdes que se
igualaram as testemunhas 0%(90,00 mm). A auséncia de efeitos sobre Macrophomina phaseolina
em todos os tratamentos ¢ relevante, uma vez que essa espécie € marcada por sua a¢ao incisiva
ndo apenas no meloeiro, mas também em outras culturas de importancia socioecondmica,
colocando em pauta a necessidade de busca por novas estratégias.

Ainda, ao analisar a porcentagem de inibi¢cdo do crescimento (PIC) apés 72 horas de
incubagdo, nota-se que para Macrophomina phaseolina € Rhizoctonia solani o extrato nao
demonstrou nenhuma atividade de potencial inibitério levando em consideragao os parametros
analisados. Contudo, os valores para Fusarium sp. em 5% (PIC: 5,94%) e 10% (PIC: 15,88%)
foram consideraveis quanto ao potencial de inibi¢do, indicando uma capacidade antifiingica,
valores de PIC semelhantes ao discutidos na pesquisa de Marcondes et al., (2014) para o extrato
aquoso de alecrim.

Entretanto, na concentragdo de 20%, curiosamente o didmetro do fungo aumentou para
49,03 mm, resultando em uma PIC negativa, bem como ocorreu para Costa et al., (2015) ao
avaliar atividade de fungicidas para o controle do crescimento de Trichoderma sp. Desse modo,
os resultados da PIC permitem sugerir que em um cendrio onde o extrato seria utilizado como
controle alternativo, para Rhizoctonia por exemplo, seria necessario que a cada 24 horas uma
nova dosagem fosse administrada e para o Fusarium sp., as concentragdes mais baixas seriam as
mais eficazes para inibi¢cdo, mas somente apds 72 horas.

Os dados acima discutidos sugerem que o extrato pode ter a sua atividade interrompida ao
longo do tempo. Essa perda pode estar associada a fatores como a degradacdo dos compostos
bioativos ocasionada por fatores abiodticos, como umidade, temperatura ou fatores bioticos,
ocasionados pelo fitopatdgenos devido aos seus mecanismos de resisténcia, de modo a se adequar
ao meio (Porto et al., 2020).

Aspecto evidenciado através da andlise morfologica de Rhizoctonia solani, que revelou
alteragdes estruturais nos trés tratamentos, com hifas em formatos ondulares, destoando da

testemunha, o que sugere um mecanismo de defesa associado a agdo do extrato, com indicios de
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formacao das estruturas de resisténcias (esclerddios) representadas na Figura 4.

Um outro fator a ser considerado, seria de que as concentracdoes do extrato para
Macrophomina mostram-se ineficazes, sugerindo uma possivel investigacdo com concentragdes
mais altas. Nesse contexto, considerando os dados obtidos ¢ possivel constatar que o extrato
aquoso de Handroanthus impetiginosus pode ter um possivel potencial mais acentuado para os
fungos Rhizoctonia solani e Fusarium sp., mesmo com varia¢des causadas pelo tempo, que pode
estar relacionada ao tipo de extrato utilizado e a metodologia aplicada no tratamento. Isto porque,
a literatura sugere que existem variagdes que sdo determinantes de acordo com as propriedades
de cada droga vegetal e também, com as formas de processamento.

Felipe et al., (2023) demonstra que métodos extrativos distintos correspondem a extracao
de diferentes grupos quimicos devido a fatores como presenca de substincias volateis e
termossensiveis. Bem como, os fatores edafoclimaticos devem ser considerados como uma
influéncia na produgdo de metabolitos secundérios pela planta.

Ademais, ¢ importante considerar a variavel fitopatégeno, uma vez que cada género, com
suas respectivas espécies sdo detentores de caracteristicas distintas associadas a mecanismos de

adaptacao ao meio (Alonso et al., 2005; Amaral et al., 2005).
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9.CONSIDERACOES FINAIS

Assim, considerando a importancia dos estudos sobre métodos alternativos de controle de
fitopatogenos, utilizando as propriedades das plantas medicinais, é crucial garantir que essa
abordagem seja realmente eficaz para alcancar bons resultados em relagao ao potencial inibidor
desses componentes. Neste estudo, trés varidveis foram observadas e a partir destas, de acordo
com a técnica de producdo escolhida (decoccdo) associada a metodologia aplicada, o extrato nas
diferentes concentragdes demonstrou baixa atividade inibitoria ao longo das concentragdes e
tempo.

Desse modo, este estudo demonstrou que a continuidade da pesquisa nesta area ¢
necessaria. Assim, estudos in vitro devem considerar a adocao de novos solventes e metodologias
dispostas em literatura, que possam contribuir para a verificagdo maior dessa atividade de modo a
garantir resultados mais promissores e assim, permitir a realizacdo de experimentos em condic¢oes
de campo.

Todavia, visto que existem implicacdes importantes para a agricultura associadas a
reducdo da dependéncia de produtos quimicos, além de que, existem dados que comprovam que a
o extrato de Handroanthus impetiginosus tem atividade consideravel contra outros fungos
dispostos na literatura, ¢ imprescindivel que o mecanismos de acdo do extrato seja investigado,
na busca de uma melhor compreensdo sob a oOtica de interagdes dos bioativos com os
fitopatdgenos, para que outras técnicas sejam capazes de evidenciar se 0s compostos bioativos da
casca da Handroanthus impetiginosus poderiam ser capazes de inibir o crescimento micelial de

Rhizoctonia solani e Fusarium sp. de forma mais incisiva.
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