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Resumo geral:

Fitopatogenos de solo representam uma ameaca as lavouras em funcdo de sua facilidade de
propagacdo e poder de infeccdo. O aumento deste fitopatdgenos é devido, principalmente ao
uso exacerbado de defensivos agricolas sintéticos, que ocasionam mudancas substanciais no
ambiente. Plantas em geral apresentam substancias capazes de combater fitopatdgenos com
igual ou maior eficiéncia que defensivos sintéticos, sem causar muitos danos. Desta forma, o
objetivo desta pesquisa foi avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de Mimosa setosa
Benth var paludosa sobre os fitopatdgenos Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e
Phytophthora spp. que ocasionam doengas no tomate e cacau, respectivamente. Os extratos
brutos (folha e raiz) e as fragdes (hexano, diclorometano, acetato de etila, metandlica e aquosa)
foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) a 2% e agua destilada e, em seguida,
incorporados ao meio Batata Dextrose Agar (BDA) fundente para obtencao das concentraces
de Img/mL (1%), 0,75 mg/mL (0,75%), 0,5 mg/mL (0,5%), 0,25 mg/mL (0,25%) e 0,1 mg/mL
(0,1%). Para cada tratamento, foram preparadas trés Placas de Petri (@ = 9 cm) contendo 13
mL de meio e 13 pL de cada antibidtico, amoxilina e tetraciclina na concentracdo de 50 mg/ml.
Sobre 0 meio foi depositado um disco de micelio (& = 5mm) de cada isolado de fitopatogeno e
incubado em estufa a 28 °C. Foram utilizadas para controle negativo placas com BDA, placas
com BDA+DMSO e para controle positivo placas com BDA+fungicida Rovral 0,299 mg/ml.
Foram observadas alteracdo inibitoria no crescimento micelial de Fusarium oxysporum e
Phytophthora spp, apresentando maior indice nas fragdes diclorometano e ao extrato bruto da
raiz. Para as varidveis Velocidade e taxa de crescimento ndo houve diferenca entre os
tratamentos e controles. O resultado obtido pode estar associado aos metabolitos presentes nos
extratos como flavonoides, saponinas e terpenos, o sinergismo e a polaridade, tanto dos
solventes quanto dos metabolitos extraidos, atribuindo a espécie visibilidade como potencial
fungicida, vista que os extratos apresentaram atividade mesmo em baixas concentragdes.

Palavras-chave:

Agricultura, fitoquimicos, metabolitos secundarios.
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Abstract:

Soil phytopathogens pose a threat to crops due to their ease of propagation and infection power.
The increase in these phytopathogens is mainly due to the exacerbated use of synthetic
agricultural pesticides, which cause substantial changes in the environment. Plants in general
have substances capable of combating phytopathogens with equal or greater efficiency than
synthetic pesticides, without causing much damage. Thus, the objective of this research was to
evaluate the antimicrobial activity of extracts of Mimosa setosa Benth var paludosa on the
phytopathogens Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici and Phytophthora spp. that cause
diseases in tomato and cocoa, respectively. The crude extracts (leaf and root) and the fractions
(hexane, dichloromethane, ethyl acetate, methanolic, and aqueous) were solubilized in 2%
dimethylsulfoxide (DMSQO) and distilled water, and then incorporated into the Potato Dextrose
Agar (PDA) medium.) fondant to obtain concentrations of 1mg/mL (1%), 0.75 mg/mL (0.75%),
0.5 mg/mL (0.5%), 0.25 mg/mL (0. 25%), and 0.1 mg/mL (0.1%). For each treatment, three
Petri dishes (& = 9 cm) containing 13 mL of medium and 13 pL of each antibiotic, amoxicillin,
and tetracycline at a concentration of 50 mg/ml, were prepared. A mycelium disc (& = 5mm)
of each phytopathogen isolate was placed on the medium and incubated in an oven at 28 °C.
Plates with BDA, and plates with BDA+DMSO were used for the negative control, and plates
with BDA+Rovral 0.299 mg/ml fungicide were used for the positive control. Inhibitory changes
were observed in the mycelial growth of Fusarium oxysporum and Phytophthora spp, with a
higher index in the dichloromethane fractions and the crude root extract. For the variables
Velocity and growth rate, there was no difference between treatments and controls. The result
obtained may be associated with the metabolites present in the extracts such as flavonoids,
saponins, and terpenes, the synergism and polarity of both the solvents and the extracted
metabolites, giving the species visibility as a potential fungicide, since the extracts showed
activity even at low concentrations.

Keywords:

Agriculture, phytochemicals, secondary metabolites.
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1. INTRODUCAO GERAL

Microrganismos, como fungos e bactérias, que ocasionam doencas em plantas e
interferem no seu desenvolvimento, maturacdo e producdo sd@o denominados
fitopatégenos (FREIRE, 2015). Alguns destes apresentam alto poder de infec¢cdo e de
propagacao e sdo considerados pragas agricolas, podendo eliminar lavouras inteiras e até
impossibilitar a prevaléncia e produgdo de alguns cultivares em determinadas regides
(KRUGNER; BACCHI, 2011; AMORIM et al. 2019).

Fitopatogenos de solo sdo 0s que mais causam prejuizo a agricultura e sdo de
dificil controle, pois geralmente apresentam mais de uma forma de sobrevivéncia
favorecidos por restos de cultura, tipos diferentes de substratos vegetais e hospedeiros
alternativos (VISCONTI et al. 2017). O aumento populacional de fitopatdgenos é
influenciado pela agricultura convencional, que altera caracteristica natural do solo,
favorecendo o desequilibrio da diversidade biol6gica deste solo com constituintes fisico-
quimicos que interferem no controle natural desses fitopatdgenos, cenario contrario a
estabilidade almejada que pode atuar no controle de microrganismos fitopatogénicos
(SILVA e MELO, 2013). Como consequéncia, 0 aumento de fitopatdgenos causa 0
aumento substancial de doencas vasculares e radiculares nas plantas de interesse, pois
invadem as plantas pelos 6rgdos subterraneos e podem alcancar as partes superiores
destas (REIS et al. 2011).

Dentre os fitopatdgenos de solo, os fungos sdo considerados os mais relevantes,
pois tem maior facilidade de atingir os tecidos vegetais, causando prejuizos econémicos
(BELLE e FONTANA, 2018). A exemplo temos o Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Sacc. in Carthamus tinctorius L. que causa a antracnose, doenga que ocasiona
problemas em culturas de mamoeiro, abacate (RIBEIRO et al. 2016; FISCHER et al.
2017).

Fusarium. oxysporum f. sp. vasinfectum (Atk) Snyder & Hansen, causa a murcha
de fusarium em algumas plantas de cultivos como maracujazeiro e feijao caupi (SILVA
etal. 2012; SILVA etal. 2017, DEMARTELAERE et al. 2021), além de Fusarium solani,
que ocasiona a fusariose, doenca que ataca e destroi o sistema radicular das plantas, sendo
a principal doenca de muitas espécies como a pimenta do reino, maracujazeiro, soja,
dentre outras (SILVA, 2019, MARELLI, 2019; PREISIGKE et al. 2017).



Entre os fitopatdgenos que ocasionam perdas significativas em cultivares
economicamente importantes para o estado do Para, como lavouras de tomate, esta o
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, responsavel pela doenca conhecida como murcha
de fusarium, pois ao atingir o feixe vascular através do sistema radicular provoca
amarelamento das partes aéreas, levando a murcha destes e até morte da planta
(FERNANDES et al. 2021; ANDRADE et al., 2018). Outro fitopatégeno de grande
relevancia é o causador da podriddo parda (Phytophthora spp.), principal doenca do
cacau, que afeta tanto os frutos, quanto as folhas e raizes (DECLOQUEMENT, 2018).

O controle de Phytophthora spp. E essencial, principalmente devido o estado do
Para ter se destacado no cenério nacional e internacional pela produgéo de cacau (COSTA
et al. 2017; CASTELO e ALMEIDA, 2015). Sendo o cacau o segundo no ranking das
principais lavouras agricola no ano de 2021 com 16,07% do valor bruto de producdo no
estado (NINSSEN et al., 2022)

O controle dos fitopatdgenos é realizado essencialmente pela utilizacdo de
defensivos agricolas (agrotdxicos), pratica que traz como consequéncia a contaminagéo
do solo, das aguas, do ar e dos seres vivos a eles associados (DIAS, 2003; TAVELLA et
al. 2011). Defensivos agricolas sintéticos causam impactos que variam desde o
desequilibrio de sistema biol6gico, reducdo da biodiversidade local, a perda de servigos
ecossistémicos e em alguns casos a selecdo e prevaléncia de microrganismos resistentes
com maior patogenicidade (STEFFEN et al. 2011; CAMERA et al. 2017; MACEDO et
al. 2018; ALISSON, 2019).

O desequilibrio do sistema biolégico ocasiona a eliminagéo de inimigos naturais
e leva a maior infestagéo por fitopatdgenos de diversas maneiras (MICHEREFF FILHO,
2017). Esse fato é acentuado pelo uso exacerbado de defensivos agricolas sintéticos,
como pode ser observado no estado do Para, onde a comercializacdo de defensivos
agricolas atinge a razdo de 10, 23 kg/ha (MINISTERIO DA SAUDE, 2018), o que pode
levar desde a intoxicacdo de trabalhadores a fitopatdgenos resistentes (DA SILVA,
DOMINGUES e BONADIMAN, 2019).

A alta toxicidade dos agrotoxicos, tem fomentado discuss@es quanto a necessidade
da utilizacdo de defensivos menos agressivos e renovaveis (DRAWANS et al. 2020).
Como alternativa ao uso de agrotoxicos, temos o uso de substancias naturais bioativas,

produzidos por diversas plantas e conhecidos como metabdlitos secundarios ou
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fitoquimicos, capazes de combater pragas agricolas com igual ou maior eficiéncia que 0s
defensivos sintéticos e menor dano ao ambiente e aos seres humanos (PANG et al. 2012;
OLIVEIRA et al. 2015; MACEDO et al. 2018; VALENTE et al. 2018).

As plantas sdo produtoras de diversas substancias naturais bioativas dentre eles os
fitoquimicos que desempenham papel importante na protecdo contra estresses bioticos e
abidticos. Cabe ressaltar que a concentracdo do fitoquimico varia em funcdo da espécie,
do estagio de desenvolvimento, do 6rgédo da planta e das condigdes ambientais a que a
planta esta submetida (SOUZA FILHO; TREZZI; INOUE, 2011; SCAVO et al. 2019).
Entre os fitoquimicos liberados pelas plantas estdo: varios acidos, cumarinas, flavonoides,
fendis, esteroides, lipidios e acidos graxos, entre outros (SAMPIETRO, 2001).

Entre a acdo de substancias bioativas vegetais sobre microrganismos esta a acéo
destas sobre os fungos, sendo que o efeito dos fitoquimicos, podem ser classificados em
(i) fungicida, matando o fungo e (ii) fungistatico, inibindo o crescimento do fungo pela
interrupcdo do metabolismo, porém sem mata-lo (GARCIA, 1999).

A acdo desses fitoquimicos tem sido relatada em diversos trabalhos que avaliam
atividade antimicrobiana de extratos e 0leos vegetais, dentre 0s quais podemos citar.
Extrato de manjericdo apresentou acdo fungicida contra Fusarium oxysporum no trabalho
realizado por Silva et al. (2009). O 6leo essencial de Eucalyptus urophylla também
apresentou atividade fungitoxica contra F. oxysporum observados por SALGADO et al.
(2003) e extratos de residuos de Cyperus artilatus L. (priprioca) apresentaram acao
antifangica contra Fusarium fusarium (KASPER et al. 2020). O extrato de propolis verde
possui efeito fungistatico contra o fungo Phytophthora spp. (MEDEIROS et al. 2018).

Um avanco importante nesse sentido é a producdo do extrato de Melaleuca
alternifolia (Timorex Gold®) ja disponivel no mercado agricola como o primeiro
fungicida natural comercializado e autorizado pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) sob o registro 22116 (STOCKTON AGRIMOR, 2018)

Nesse sentido, a biodiversidade vegetal brasileira possui recursos bioldgicos
naturais, capazes de auxiliar na producdo de meios alternativos de substituicdo aos
defensivos agricolas sintéticos. No entanto, muitas espécies vegetais ainda nédo tiveram
seus estudos completos realizados.

Um exemplo e a espécie vegetal Mimosa setosa Benth var paludosa que apresenta

ampla distribuicdo geogréfica e é encontrada tanto em ambientes florestais quanto
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antropizados. E uma espécie arbustiva considerada uma planta daninha e invasora de
pastagens (FARIAS et al., 2013; DUTRA; MORIM, 2015) (Figura 01). De acordo com
Filho 2012, M. setosa apresenta propriedades medicinais sendo utilizada pelas
comunidades ribeirinhas para auxiliar no sono, utilizam suas folhas em métodos de
infusdo para obtencdo de chd. A espécie interferiu no crescimento e germinagdo de
espécies alvo, apresentou potencial citotdxico através da diminuicdo do indice mitético e
da promocdo de aberracdes cromossdmicas, além de apresentar atividade antioxidante
(SILVA, 2020).

§ e "-f'-;/_ :
Figura 01: a) Inflorescéncias glomerular; b) Frutos; c) caule com a presenca de tricomas e
espinhos; d) folhas bipinadas, multijuga. Fonte: Silva.

Em seu trabalho, Silva (2020) identificou a presenca de flavonoides, fendis e
terpenos nos extratos de M. setosa, compostos estes que comumente sdo associados a
acao antimicrobiana. Dentre os compostos bioativos os flavonoides, fendis e terpenos séo
0s mais atribuidos a acdo fungicida dos extratos (OLIVEIRA et al. 2017). Alguns
exemplos sdo os extratos metandlicos de Mimosa pigra que possui flavonas e que
apresentou acao contra as cepas de dermatofitos (DE MORAIS et al. 2017). Extratos de
Mimosa pudica que possuem flavonoides e fendis e efeito contra os fungos do género
Fusarium (Durgadevi e Karthika 2018).
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Assim, os defensivos derivados de compostos naturais de vegetais auxiliam o
combate eliminando ou diminuindo pragas agricolas que causam perda de produtividade
e economia e sdo menos prejudiciais tanto no ambito ecoldgico quanto na saude humana
(FURLAN, 1998; LIMA et al. 2010). De fato, fitoquimicos derivados de extratos e 6leos
essenciais oferecem uma alternativa viavel aos defensivos sintéticos, tanto do ponto de
vista ecoldgico quanto econdmico (ALHO 2012; SAO PEDRO, 2020; CHAVES et al.
2018).

Nesse viés, foi realizada avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto e
fracbes de hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol &gua de Mimosa setosa
Benth var. paludosa sobre o desenvolvimento micelial dos fitopatégenos Phytophthora
spp. e Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. O objetivo da pesquisa foi verificar se 0s
extratos de Mimosa setosa sdo capazes de inibir o crescimento micelial deste
fitopatdgenos.
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RESUMO

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e Phytophthora spp. sdo fitopatdgenos de solo
causadores da murcha de fusarium e da podridao parda, respectivamente. O controle destes é
essencial para minimizar os prejuizos agricolas, entretanto a utilizagdo de agrotdxicos causa
impactos ao meio ambiente e a saide humana. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar
0 biocontrole destes fitopatogenos, através de extratos de Mimosa setosa. Os extratos brutos
(folha e raiz) e as fragdes (hexano, diclorometano, acetato de etila, metanolica e aquosa) foram
solubilizados em dimetilsulféxido (DMSQ) a 2% e agua destilada e, em seguida, incorporados
ao meio Batata Dextrose Agar (BDA) fundente para obtencdo das concentracdes de 1mg/mL
(1%), 0,75 mg/mL(0,75%), 0,5 mg/mL(0,5%), 0,25 mg/mL(0,25%) e 0,1 mg/mL (0,1%). Para
cada tratamento, foram preparadas trés Placas de Petri (@ = 9 cm) contendo 13 mL de meio e
13 uL de antibioticos, sobre o meio foi depositado um disco de micelio (@ = 5mm) de cada
isolado de fitopatdgeno e incubado em estufa B.O.D. a 28 °C + 1 °C. Foram utilizadas para
controle negativo placas com BDA, placas com BDA+DMSO e para controle positivo placas
com BDA+fungicida. Foram observados alteracdo inibitéria no crescimento micelial de
Fusrium oxysporum e Phytophthora spp, apresentando maior indice nas fragdes diclorometano
e ao extrato bruto da raiz. Para as variaveis Velocidade e taxa de crescimento ndo houve
diferenca entre os tratamentos e controles. O resultado pode ser associado aos metabolitos
presentes nos extratos, o sinergismo e a polaridade, atribuindo a espécie visibilidade como
potencial fungicida.

PALAVRAS-CHAVE
Atividades bioldgicas; controle; fitoquimicos; fungos fitopatogénicos; fungicida.

ABSTRACT

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici and Phytophthora spp. are soil pathogens that cause
fusarium wilt and brown rot, respectively. Their control is essential to minimize agricultural
damage, however, the use of pesticides causes impacts on the environment and human health.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the biocontrol of these phytopathogens,
through extracts of Mimosa setosa. The crude extracts (leaf and root) and the fractions (hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, methanolic, and aqueous) were solubilized in 2%
dimethylsulfoxide (DMSO) and distilled water, and then incorporated into the Potato Dextrose
Agar (PDA) medium. ) fondant to capture concentrations of 1mg/mL (1%), 0.75 mg/mL
(0.75%), 0.5 mg/mL (0.5%), 0.25 mg/mL (0, 25%), and 0.1 mg/mL (0.1%). Three Petri dishes
(@ = 9 cm) containing 13 mL of medium and 13 pL of antibiotics were prepared for each
treatment. B.O.D. at 28 °C £ 1 °C. They were used to control negative plaques with BDA,
plaques with BDA+DMSO, and to control positive plaques with BDA+fungicide. Inhibitory
changes were observed in the mycelial growth of Fusrium oxysporum and Phytophthora spp,
with a higher index in the dichloromethane fractions and the crude root extract. There was no
difference between treatments and controls for the variables speed and growth rate. The result
can be associated with the metabolites present in the extracts, the synergism, and the polarity,
giving visibility to the species as a fungicide potential.

KEYWORDS
Biological activities; control; phytochemicals; phytopathogenic fungi; fungicide.
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INTRODUCAO

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e Phytophthora spp. sdo fitopatdgenos de solo
que causam prejuizos agricolas, especialmente em plantacbes de tomate e cacau
respectivamente (ANDRADE et al. 2018; FONTANA e BELLE, 2018). F. oxysporum f. sp.
lycopersici causa a doenga conhecida como murcha de fusarium, comumente observada em
plantacdes de tomate e feijdo (FEREIRA et al., 2019; DEMARTELAERE et al., 2021). O
fungo, causador da murcha de fusarium, entra no sistema vascular das plantas através do tecido
radicular e causa o amarelecimento e murcha das folhas, que em casos mais graves pode causar
a morte da planta (FERNANDES et al. 2021; ANDRADE et al., 2018). Phytophthora spp. € de
extrema relevancia por ser um fitopatdgeno causador da podridao parda, principal doenca do
cacau gue afeta frutos, folhas e raizes (DECLOQUEMENT, 2018).

O controle dessas doengas é frequentemente realizado com defensivos agricolas
sintéticos (SIMON et al., 2022). Porém os defensivos agricolas ndo s&o viaveis do ponto de
vista ecologico, pois o uso destes, mesmo tomando os cuidados recomendados causam impactos
que variam desde o desequilibrio do sistema bioldgico, reducéo da biodiversidade local, a perda
de servicos ecossistémicos, intoxicagdo humana e em alguns casos a sele¢do e prevaléncia de
microrganismos resistentes, sendo agravado em utilizacdo exacerbada e sem cuidados
(STEFFEN et al. 2011; CAMERA et al. 2017; MACEDO et al. 2018).

A alta toxicidade dos defensivos agricolas sintéticos, levou a necessidade da utilizacao
de defensivos menos agressivos e renovaveis, sendo o biocontrole uma alternativa viavel
(DRAWANS et al. 2020). Os metabolicos secundarios das plantas tém propriedades para
combater pragas e doencas causadas por microrganismos com a mesma eficiéncia dos

defensivos agricolas sintéticos sem causar dano ao ambiente (OLIVEIRA, 2020).

Assim, as substancias bioativas vegetais sdo uma alternativa ao uso de defensivos
sintéticos, por acdo dos metabdlicos secundarios sobre espécies de fitopatdgenos (PANG et al.
2012; OLIVEIRA et al. 2015; MACEDO et al. 2018; VALENTE et al. 2018). De fato, a acio
fungicida de fitoquimicos de plantas vem sendo testada e validada com potencial promissor
para combate as fitopatologias agricolas causadas por fungos sendo que Melaleuca alternifolia
(Timorex Gold®) é um exemplo comercial de fungicida natural j& comercializado e autorizado
pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (STOCKTON AGRIMOR,
2018).
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Em estudos recentes, observamos que a Mimosa setosa Benth var paludosa apresenta
um potencial citotoxico, além de ser identificado em seus extratos a presenca de flavonoides,
fenois e terpenos, compostos comumente associados a acao antimicrobiana (Silva, 2020).
Sendo que entre 0s compostos bioativos, os flavonoides, fendis e terpenos sdo 0s mais
atribuidos a acao fungicida dos extratos (OLIVEIRA et al. 2017). Mimosa setosa € uma espécie
arbustiva considerada uma planta daninha e invasora de pastagens, sendo uma representante da
familia Fabaceae e do género Mimosa, apresenta ampla distribuicdo geogréafica e é encontrada
tanto em ambientes florestais quanto antropizados (FARIAS et al., 2013; DUTRA; MORIM,
2015). Suas folhas séo utilizadas como fitoterapico para inducéo de sono (FILHO, 2012), em
estudos experimentais 0s extratos de M. setosa interferiu na germinacéo e crescimento de
espécie alvo, além de seus extratos apresentarem efeito citotoxico e genotoxico (LIMA, 2018;
SILVA, 2020). Desta forma, foi realizado testes para averiguar a capacidade fungicida de
Mimosa setosa Benth var. paludosa sobre o desenvolvimento micelial do fungo Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici. e do oomiceto Phytophthora spp.
MATERIAL E METODO

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia Agricola e Florestal
(LABFITO) da Faculdade de Engenharia Agronémica da Universidade Federal do Para (UFPA)
campus Altamira. O fungo fitopatogénico Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (CMM-4116)
da Micoteca Colecdo Maria Menezes (CMM) da Universidade Federal Rural de Pernambuco e
0 oomiceto Phytophthora spp. da Micoteca do LABFITO foram utilizados nos experimentos.

Os extratos avaliados neste trabalho foram: os extratos brutos da folha (EBF) e da raiz
(EBR); e as fracbes hexano (FHF), diclorometano (FDF), acetato de etila (FAEF), aquosa (FAF)
e metandlica (FMF) das folhas de M. setosa. Os extratos foram disponibilizados pelo
Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas da UFPA e produzidos
previamente em parceria com o Laboratorio de Produtos Naturais (LAPRON) da Universidade
Estadual de Feira de Santana, seguindo a metodologia Silva (2020).

COLETA DO MATERIAL VEGETAL E PREPARO DOS EXTRATOS

Foram coletadas folhas e raizes de M. setosaem uma &rea de mata degradada (-
3,1796945, -52,1630591) no municipio de Altamira — Pard. O material coletado foi
acondicionado em sacos de papel, lavados em &gua corrente e posteriormente, levados para
estufa de ventilacdo, sendo mantidos a 45° C até a manutencéo do peso constante (BRAGA et
al, 2017).
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O preparo dos extratos seguiu a metodologia proposta por Jatob et al (2016). O material
vegetal seco (folhas ou raizes) foi triturado separadamente em um moinho de facas (Marca Lab,

peneira 1,5mm) até a obtencdo de um po fino e submetido ao processo de extracao a frio.

Para a obtencédo dos extratos brutos da folha (EBF) e da raiz (EBR), o material vegetal
foi macerado com metanol na proporcdo de 5:1 (metanol/material vegetal) (v/m), mantido em
repouso por trés (03) dias, protegido da luz e a 25°C. O material foi filtrado com o auxilio de
gaze e papel filtro, levado para a eliminacdo do solvente em rotaevaporador a 45°C e presséo
de -600 mmHg e concentrados em liofilizador, resultando no extrato bruto desidratado.

Para o fracionamento liquido a liquido (SILVA et al. 2014) utilizou-se apenas o extrato
bruto da folha, com os solventes hexano (FHF) na proporc¢éo de 8:2 (v/v), diclorometano (FDF)
na proporcéo de 7:3 (v/v) e acetato de etila (FAEF) na proporcao de 6:4 (v/v). As fracdes obtidas
foram concentradas em rotaevaporador e posteriormente foram liofilizadas para retirada total

dos solventes, ap0s os extratos foram armazenados em freezer protegidos da luz.

Diluicao dos extratos

Para a diluicdo dos extratos e fracBes 1g de material foi solubilizado em 2 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO) e 98 mL de agua destilada, resultando em 100 ml de solucdo estoque
a 10%. Ap0s a obtencéo da solucédo estoque, novas dilui¢des foram realizadas, sendo que desta
vez os extratos foram diluidos em meio de cultivo (BDA), obtendo as concentra¢des de 1mg/mL
(1%), 0,75 mg/mL(0,75%), 0,5 mg/mL(0,50%), 0,25 mg/mL(0,25%) e 0,1 mg/mL (0,10%). As
concentragdes foram determinadas com adaptacdes do trabalho de Silva et al. (2012) que
testaram concentracGes semelhantes com a espécie Mimosa caesalpiniifolia Benth.

Os extratos e fracdes solubilizados na solugéo estoque acima citada foram incorporadas
ao meio BDA fundente para obtencdo das concentracfes. Para cada extrato foram preparados
60 mL de meio para cada concentracdo sendo adicionado 54 mL de BDA e 6 mL da solucéo
estoque a 10% para obtencdo da concentragcdo de 1mg/mL (1%), 55,5 mL de BDA e 4,5 mL
da solucdo estoque para a concentracdo de 0,75 mg/mL (0,75%), 57 mL de BDA e 3 mL da
solucgdo estoque para a concentracdo de 0,5 mg/mL (0,5%), 58,5 mL de BDA e 1,5 mL da
solucéo estoque para a concentragdo de 0,25 mg/mL (0,25%) e 59,4 mL de BDA e 0,6 mL da
solucdo estoque para obtencdo da concentracdo de 0,1 mg/mL (0,1%). ConcentracOes
semelhantes a estas foram utilizadas no trabalho de Marini et al. (2012), ao avaliarem a

fungitoxidade de extratos de propoles.
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Bioensaio_antifangico

Os isolados fitopatogénicos preservados pelo método de Castellani (1967) pertencentes
ao LABFITO foram cultivados em placa de Petri contendo meio BDA (Batata dextrose) e
colocados em estufa do tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) a 28° C + 1 °C, com
fotoperiodo de 12 horas por 7 dias para o crescimento para serem posteriormente utilizados
como inoculo.

Apls o periodo de crescimento dos fitopatogenos, 13 mL de meio com cada
concentracdo foram distribuidos em placa de Petri (@ = 9 cm) juntamente com 13 pL de cada
antibiotico na concentracdo de 50mg/ml (Amoxicilina e Tetraciclina) para evitar a proliferacdo
de bactérias. Apos a solidificagdo do meio, um disco de micelio (@ = 5mm) de cada isolado de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e Phytophthora spp., com 7 dias de crescimento em meio
BDA foram transferidos para o centro das placas, as quais foram vedadas com filme plastico e
incubados em estufa B.O.D. a 28 °C + 1 °C. Todo o experimento foi conduzido em triplicata.

Como controle negativo, um disco de micelio (@ = 5mm) de cada isolado de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici e Phytophthora spp. foi colocado em placa de Petri contendo BDA
(C1 — controle absoluto) e BDA + DMSO (C2 - controle relativo). No controle positivo, um
disco de micelio (@ = 5mm) de cada isolado foi colocado em placa de Petri contendo BDA +
fungicida Rovral 0,299 mg/ ml (C3) (GARCIA et al. 2012).

O delineamento experimental foi Inteiramente Casualizado (DIC) com dois
fitopatogenos, sete extratos vegetais, cinco concentraces de cada extrato, 3 controles e trés
repeticdes (Sarkhosh et al., 2018). Cada unidade experimental constituiu de uma placa de Petri.
A avaliacéo do crescimento micelial foi iniciada 24 horas apds a inoculacéo com leituras diarias
com auxilio de um escalimetro para medir o diametro do micélio. A medicdo foi encerrada
guando o micélio do fitopatdgeno na placa controle atingiu todo o ambiente de cultivo (11 dias
para o F. oxysporum f. sp. lycopersici e 9 dias para Phytophora spp.).

O indice de inibicdo do crescimento micelial para as concentracdes de cada extrato foi
calculado seguindo a metodologia de Garcia et al (2012). Os resultados das médias diarias
foram submetidos as formulas:

MGII=(CTD-DOT) X 100

CTD
Em que, MGII= indice de inibi¢do do crescimento micelial.
CTD= Diametro do tratamento controle

DOT= Diametro do tratamento teste (Com o extrato)
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O indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) sob os tratamentos
(Concentragdes e extratos) foi obtido através da férmula:

IVCM=Y(D - Da)
N

IVCM-= indice de velocidade de crescimento

D= Diametro médio atual

Da= Diametro médio do dia anterior

N= Numero de dias apds a montagem do experimento.

Para obter a taxa de crescimento micelial os dados foram submetidos a formula:

TX= (Diametro final da colonia) dividido pelo Nimeros de dias de incubacao X 100

Anélises dos dados
Apos obtengdo das médias, os valores obtidos do indice de velocidade do crescimento (IVCM)
dos fungos, devido ndo atingirem os pressupostos foram avaliados pelos testes de anélises
multivariadas PERMANOVA (Permutational Multivariate Analysis of Variance), com nivel de
significancia p <0,001 e Permidisp (Permutacional Analysis of Multivariate Dispersion), além
da andlise ordenacdo PCoA (Anélise de coordenadas Principais) (ANDERSON; ELLINGSE;
MCARDLE, 2006). Para os indices de inibi¢do do crescimento (MGII) e taxa de crescimento
(TX), devido ndo atingirem também os pressupostos de homogeneidade e homoscedasticidade
foi realizado um teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis com o teste a posteriori de Dunn
ambos a 5% de probabilidade (Silva et al, 2022). Todas as andlises foram realizadas no

ambiente R Studio, através dos pacotes dplyr, rstatix e vegan (R Core Team, 2022).

RESULTADOS

Os dados analisados mostram alteracdo para o indice de crescimento micelial dos
fitopatdgenos submetidos aos extratos, em relacdo aos controles utilizados como testemunha,
ora inibindo, ora estimulando o crescimento dos mesmos. Para a aplica¢do do indice de inibicdo
(MGII) os controles, apresentam valores 0.

Para o fitopatdgeno Fusrium oxysporum foram observados alteracdo inibitdria quanto
ao indice de crescimento micelial (MGII) em todas as fracGes testadas, em comparacdo ao
controle absoluto, o que variou de 0,43% a 5,26%, exceto nas concentracdes de 0,10% e 0,25%
da fracdo aquosa (FAF) que apresentaram um leve estimulo no crescimento micelial, sendo um
indice de -0,33% e -0,55% respectivamente. O mesmo padrdo foi observado quando
comparados ao controle relativo, sendo a variacdo inibitoria de 0,54% a 4,86%, havendo indicio
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de estimulo do crescimento micelial de -1,01 na concentracdo de 0,10% da fracdo aquosa (AF)
e de -0,01% na concentracdo de 0,25% da fragdo metandlica (FMAF) (Tabela 1).

Os maiores percentuais de inibicdo foram percebidos nas concentracBes de 0,25% e
0,50% da  fracdo hexano (FHF), em relagdo ao controle absoluto, sendo respectivamente
3,05%, na fracéo extrato bruto da folha (EBF), em relagéo aos dois controles, sendo de 3,94%
e 4,59% nas concentracdes de 0,25% e 0,50% para o controle absoluto e inibigdo de 3,54% e
4,19% em relacdo ao controle relativo e ainda na fracdo diclorometado (FDF) que apresentou
0s maiores indices inibitorios, sendo de 3,37% na concentracdo de 0,75% em relacdo ao
controle relativo e na concentragdo de 1% foi de 5,26% e 4,86% em relagdo aos controles
absoluto e relativo respectivamente, como pode ser observado na tabela 1.

Para Phytophthora spp., foi observado uma variacao inibitdria variando de 0,27% (EBF
0,75%) a 11,8% (EBR 0,75%) em relagdo ao controle absoluto e de 0,83% (EBF 0,75%) a
11,4% (EBR 0,75%) em comparagdo ao controle relativo. Para este fitopatdgeno foi observado
muitos indices negativos, 0 que demonstra que 0s micélios cresceram mais em relacdo aos
controles, indicando possivel estimulo no crescimento, variando de -0,30% (EBF 1%) a -3,70%
(FDF 0,25%) em relacdo ao controle absoluto e de -0,02 (FAF 1% e EBR 0,10%) e -2,67%
(FAF 0,50%), como observado na tabela 1.

Os maiores percentuais inibitérios foram encontrados na fracdo FMAF (0,75%) com
percentual de 4,62% para controle absoluto e 5,15% para controle relativo, na fracdo FHF
(0,75%) com 4,87% para controle absoluto e 5, 71 para controle relativo, na fragdo EBR
(0,25%) com 4,04% em relacdo ao controle absoluto e 4,58% para o controle relativo, sendo o
maior percentual na facdo EBR (0,75%) com 11, 8% em relacdo ao controle positivo e 11,4%
em relacdo ao controle relativo (Tabela 1).

Quando comparados aos controles positivos 0 MGII apresenta valores abaixo de zero,
mostrando que ambos os fitopatdgenos sob acdo dos extratos cresceram mais que aqueles
submetidos ao fungicida. (Tabela 1).

Ao serem comparados 0s tratamentos entre si, observou que ndo ha diferenga no padréo
de interacdo dos diferentes extratos e concentracbes com o crescimento micelial dos
fitopatogenos (Tabela 1).

Ao analisar o efeito dos extratos, para as variaveis indice de velocidade de crescimento
micelial IVCM e taxa de crescimento, em ambos os fitopatdgenos ndo houve diferenca, como

pode ser observado na tabela 1.
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DISCUSSAO

Diversas espécies do género Mimosa apresentaram efeito positivo para inibicdo do
crescimento de fungos (MONGCAO et al., 2019). A espécie Mimosa tenuiflora (WILLD.) Poir
foi indicada na pesquisa de Santos (2022) como boa agente de atividade fungicida sobre o fungo
Candida spp. Domingos et al. (2021) ao testar o efeito Allium sativa L. nas concentragdes de
2,5%, 5%, 7,5% e 10% sobre duas espécies do Género Fusarium em meio BDA observaram
inibicdo do crescimento micelial dos fungos. Silva et al. (2012) observaram acéo
antimicrobiana da mimosa Caesalpiniifolia Benth, em concentragdes de (ng/mL): 1000; 500;
250, 125, 100, 80, 40, 20, 10 e 5, sendo estas iguais ou semelhantes as utilizadas nesta pesquisa.

Espécies do género Mimosa sdo geralmente ricas em flavonoides, encontradas em sua
maioria em forma de flavonas e flavondis, além de outras substancias de natureza fenolica, o
que as colocam em destaque com amplas atividades bioldgicas, dentre estas algumas com
atividade antifungica como Mimosa rubicaulis (MONCAO et al. 2019).

Dentre os extratos brutos (folha e raiz) e as fracdes (folha) da espécie M. setosa que
tiveram efeito inibitorio do crescimento dos fitopatdgenos testados, a melhor reducédo do indice
de crescimento micelial ocorreu no extrato bruto da raiz sobre o Phytophthora spp e na fragéo
diclorometado sobre Fusarium oxysporum seguidos pelo extrato bruto da folha e pelas fragdes
de hexano e fracdo aquosa (metanol-agua). Em estudos feitos anteriormente por Silva (2020),
estas fracbes de M. setosa apresentaram em sua composi¢do substancias secundarias como
flavonoides, saponinas e terpenos.

A atividade fungicida da fracdo diclorometano pode ser atribuida a presenca de
flavonoides, pois esta classe de compostos ja foi testada em outros fungos, inclusive em fungos
gue causam doencas em humanos, como a Candida albicans e Candida globrata, apresentando
potencial fungicida no trabalho realizado por Prado (2018).

A fracdo diclorometano facilita a extracdo de classes de flavonoides, que possui
atividade antifungica conhecida, aparecendo em diversos trabalhos sobre espécies diferentes de
plantas, com agdes inibitérias de crescimento de microrganismos (HERNANDEZ et al., 2021;
GOMES et al., 2018), o que justifica o efeito causado por essa fragcdo neste estudo. Na pesquisa
realizada com extratos de canela por Gomes et al. (2018), observou-se que o extrato que obteve
maior efeito inibitorio ao fitopatdgeno testado, foi também o Unico que obteve a presenca de
flavonoides.

Outro aspecto a ser considerado € a polaridade dos solventes, pois de acordo com

Victorio et al. (2021) fragOes apolares apresentam concentracdo maior de compostos que
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possuem alta atividade antimicrobiana, sugerindo que compostos menos polares tem maior
capacidade de possuir atividades biolégicas contra fungos. Entre os extratos com efeito
fungicida identificados neste trabalho, o que apresentou a menor taxa de incidéncia fungicida
foi o extrato bruto da folha, no qual foi utilizado metanol/agua, sendo estes solventes polares.

Outros metabdlitos comumente associados a potencial fungicida e também encontrados
em M. setosa por Silva (2020) s&o Saponinas com incidéncia de capacidade inibitoria de
crescimento micelial de fungos (TRINDADE et al., 2021) e terpenos, identificados com
frequéncia em substancias com atividade antifingica (BARROS et al., 2022; SILVA et al.,
2019), podendo estarem associados ao efeito observado neste trabalho.

A diversidade na biocomposicdo de compostos quimicos de extratos vegetais, 0S
metabolicos secundarios de plantas, mesmo obtidos da mesma espécie podem resultar em
respostas diferentes, especialmente quando se trata de potencialidade de inibicdo de
microrganismos (SALES et al.; 2016). Além disso, fatores como solubilidade, pH,
caracteristicas de difusdo no meio nutritivo e o tipo de microrganismo em avaliagcdo também
interferem na dose resposta (PETER et al., 2012; MANILAL e IDHAYADHULLA, 2014).
Esta variagédo entre os compostos pode explicar o fato de neste trabalho, algumas das fragdes
testadas apresentarem atividades distintas contra os fitopatdgenos mesmo sendo extraidos da
mesma planta.

Os metabdlicos secundarios por serem agentes de interacdo, exibem atividades
bioldgicas, sendo classificados em: Substancias com alta capacidade de selecdo e acédo, esta
minoria de compostos € representada em grande parte por alcaloides e podem possuir acdo
isolada, enquanto outras substancias classificadas com fraca ou moderada acéo, representadas
por diversas classes metabdlicas, necessitam de acdo sinérgica para obter efeito em atividades
especificas (CASA NOVA e COSTA, 2017). Este é outro fator que pode esta relacionado com
os resultados observados neste trabalho, haja vista, todas as fragcdes que apresentaram algum
efeito sobre os fitopatdgenos tém ao menos trés metabdlitos identificados, podendo ocorrer acdo
sinérgica, refletido principalmente na acdo inibitoria do extrato bruto da raiz (ABR) que
apresentou o maior indice neste trabalho e por ndo haver separacdo em fracdo, contém todos 0s
metabolitos produzidos por M.setosa .

Em suma, esta pesquisa abre perspectiva para investigacdo do efeito antimicrobiano em
concentragdes maiores dos extratos de M. setosa sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici e
Phytophthora spp., incluindo testes em outros microrganismos, Vvisto que 0s extratos

apresentaram atividade mesmo em concentragdes baixas. Os resultados obtidos corroboram
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para a viabilizagcdo da especie como propulsora de atividade fungicida, sendo mais uma
alternativa para a producdo de fitoquimicos, aliados a diminui¢cdo do uso de agroquimicos
sintéticos.
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6. LEGENDA
Tabela 1:

Os valores apresentados na tabela informam o percentual de inibicdo (MGII), velocidade de
crescimento (IVCM) e taxa de crescimento (TX) micelial dos fitopatogenos em diferentes
concentracdes dos extratos brutos da folha e raiz e as fragdes das folhas. Letras iguais na mesma
coluna indicam atividade estatisticamente semelhante pelo teste Kruskall e Dunn com 5% de
probabilidade. Extrato bruto da folha (EBF), Fracéo hexano folha (FHF), Fracdo diclorometano
folha (FDF), Fracdo acetato de etila folha (FAEF), Fracdo aquosa folha (FAF), extrato bruto
raiz (EBR), Fracdo metandlico folha (FMAF). C. absoluto refere-se ao controle negativo agua,

C. relativo ao controle DMSO, C. positivo ao controle com fungicida.
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7. TABELA
Tabela 1:
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici Phytophthora spp.
Tratamentos MGl MGlI MGl IVCM TX MGII MGlII MGl IVCM TX
C. absoluto C.relativo  C. positivo C. absoluto C.relativo C. positivo
% Cm/dia % % Cm/dia %
0,10% -0,33a -1,01a -51,0a 1,06 a 34,4a -2,01a -1,35a -692 a 1,29 a 43,1 a
0,25% -0,55a 0,86 a -48,1 a 1,07 a 345a -0,9a -0,51a -692 a 1,02 a 42,7 a
FAF 0,50% 1,31a 2,10 a -46,4 a 1,16 a 33,9a -3,20a -2,67 a -707 a 1,13 a 43,7 a
0,75% 2,50a 2,10 a -46,4 a 1,10 a 334a -1,50a -0,90 a -692 a 1,07 a 42,9 a
1% 2,21a 1,76 a -47,0a 1,09 a 33,5a -0,56a -0,02 a -687 a 1,15a 42,5 a
0,10% 1,42a 0,98 a -48,0 a 1,13 a 33,8a 2,46a 2,96 a -662 a 1,11 a 41,2 a
0,25% 0,43a -0,01a -49,5 a 1,12 a 34,2a 1,60a 2,04 a -669 a 1,07 a 41,6 a
FMAF 0,50% 2,84a 2,42 a -45,8 a 1,133 33,3a -0,54a -0,09 a -688 a 1,18 a 42,5 a
0,75% 2,30a 1,87 a -46,8 a 1,12 a 33,5a 4,62a 5,15a -644 a 1,04 a 40,3 a
1% 2,73 a 2,31a -46,0 a 1,14 a 33,4a 2,89a 3,44 a -659 a 1,01a 41,1a
0,10% 0,96 a 0,54 a -48,6 a 1,22 a 34,0a -198a -1,39a -693 a 1,19a 43,1 a
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0,25%
FAEF 0,50%
0,75%
1%
0,10%
0,25%
FHF 0,50%
0,75%
1%
0,10%
0,25%
EBR 0,50%
0,75%
1%
0,10%
0,25%
EBF 0,50%
0,75%

1,84 a
1,30a
2,17 a
3,61la
2,29a
3,05a
3,05a
2,17 a
3,14 a
2,30a
2,293
1,84 a
1,86 a
2,85a
2,07 a
3,94 a
4,59 a

1,97 a

1,43 a
0,87 a
1,76 a
3,20 a
1,87 a
2,65a
2,64 a
1,77 a
2,77 a
1,86 a
1,87 a
1,42 a
1,43 a
2,42a
1,64 a
3,54 a
4,19 a

1,54 a

-47,3 a
-48,2 a
-46,8 a
-44,6 a
-46,7 a
-45,5 a
-45,3 a
-46,9 a
-45,4 a
-46,6 a
-46,6 a
-47,2 a
-47,4 a
-45,8 a
-46,9 a
-44,3 a
-43,1a

473 a

1,19a
1,15a
1,16 a
1,11a
1,11a
1,14 a
1,11a
1,11a
1,07 a
1,02 a
1,00 a
1,01 a
1,00 a
1,00 a
1,06 a
1,05a
0,64 a

1,67 a

33,7 a
33,9a
33,5a
33,1a
33,5a
33,2a
33,2a
33,5a
33,2a
33,5a
33,5a
33,7 a
33,7 a
33,3a
33,6a
329a
32,7 a

33,6a

0,61a
-1,47 a
-1,39a
-2,353a
1,96 a
-0,15a
2,80 a
4,87 a
0,81a
-0,61a
4,04 a
-0,62 a
11,8 a
1,94 a
-2,81a
-0,64 a
2,208 a

0,27 a

1,28 a
-0,94 a
-0,97 a
-1,80 a
2,56 a
0,38a
3,37 a
571a
1,23 a
-0,02 a
4,58 a
-0,09 a
11,4a
2,47 a
-2,20a
Oa

2,92a

0,83 a

-672 a

-693 a

-696 a

-699 a

-663 a

-683 a

-654 a

-633 a

-680 a

-686 a

-640 a

-684 a

-617 a

-661 a

-702 a

-684 a

-650 a

-679 a

1,05 a
1,09 a
1,11a
1,10a
1,08 a
1,09 a
1,03 a
0,98 a
1,01a
1,02 a
1,03 a
1,15a
1,05 a
1,13 a
1,15a
1,18 a
1,15a

1,20 a

42,0a
429 a
42,9 a
433 a
41,4 a
42,4 a
41,1a
40,1 a
42,0a
42,53
40,5a
42,5a
37,5a
41,4 a
43,5a
42,5a
41,2 a

42,2 a
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1%
0,10%
0,25%
FDF 0,50%
0,75%
1%
Controle absoluto
Controle relativo

Controle positivo

2,51a
3,74 a
3,71a
2,73 a
3,37 a
5,26 a
00-00
00-00

00-00

2,09a
3,30 a
3,31a
2,31a
2,99 a
4,86 a
00-00
00-00

00-00

-46,4 3
-44,5 3
-44,5 3
-46,0 a
-45,1 3
-42,2 a
00-00

00-00

00-00

1,20a
1,03 a
1,03 a
1,09 a
1,07 a
0,99 a
0,99 a
1,00 a

0,36 b

46,7 a
33,0a
33,0a
33,4a
33,1a
32,5a
343a
34,2 a

229b

-0,30a
-1,93a
-3,70 a
0,63a
-2,78 a
-1,01a
00-00
00-00

00-00

0,45 a
-1,37 a
-3,08 a
1,16 a
-2,25a
-0,54a
00-00
00-00

00-00

-677 a

-695 a

-708 a

-671a

-703 a

-690 a

00-00

00-00

00-00

1,13 a
1,13 a
1,09 a
1,03 a
1,12 a
1,02a
1,00 a
1,03 a

0,05b

42,4 a
43,1a
43,8 a
42,0a
43,5a
42,7 a
42,4 a
42,5a

574b
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