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“A ciéncia nunca resolve um problema

sem criar pelo menos outros dez.’

(George Bernard Shaw)
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CAPITULO1-ARTIGO 1

APLICACAO DO LAPACHOL NA INIBICAO DO
CRESCIMENTO DE FUNGOS FITOPATOGENICOS

RESUMO

O lapachol € um composto orgéanico natural, que pode ser isolado de véarias espécies de plantas,
mas com concentracdes maiores vindas principalmente do cerne do Ipé roxo. Sendo este um
dos mais versateis compostos biologicamente ativos, conhecido devido a inUmeras
propriedades anticancerigena, antiinflamatoria, analgésica, antibiotica, antimalaria e
antiulcerogénica, vem sendo também estudado por suas propriedades antifingicas contra uma
ampla gama de espécies, incluindo aquelas resistentes a antifungicos convencionais. Nesse
contexto o presente trabalho realizou extracdo e caracterizacdo do lapachol, obtendo um
produto puro e posteriormente avaliou a acdo inibitéria do lapachol sobre os fungos
fitopatogénicos Colletrotrichum fragariae e Fusarium oxysporum além de Trichoderma
harzianum em um ensaio microbioldgico in vitro. Os resultados indicaram que o lapachol foi
capaz de inibir o crescimento dos fungos estudados, com diferentes niveis de inibi¢do para cada
espécie. Para C. fragariae, a inibicdo chegou a 34%, podendo constituir modo de controle na
lavoura. Para F. oxysporum, a inibicdo ndo ultrapassou 14%, podendo ater a eficiéncia de uso
do lapachol ao uso de manejo integrado. Ja para T. harzianum a inibi¢do chegou a 50%, o que
é relevante ja que este organismo é usado em controle bioldgico dos dois primeiros. Conclui-se
que o lapachol apresenta potencial inibitério in vitro para o crescimento de fungos
fitopatogénicas em cultivos agricolas, mas sua acéo inibitoria em T. harzianum pode necessitar
de uma avaliacdo mais aprofundada. Além disso, utilizar o lapachol significa reduzir o uso de
fungicidas sintéticos e aumentar a promocao de praticas sustentaveis na agricultura, otimizando
0 Manejo consciente e menos agressivo Nos agroecossistemas.

Palavras-chave: Naftoquinonas; Antifangico; Trichoderma sp.; Biotransformacdes.
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ABSTRACT

Lapachol is a natural organic compound that can be isolated from various plant species, but
with higher concentrations mainly found in the heartwood of ipé roxo. It is one of the most
versatile biologically active compounds known for its numerous properties, including
anticancer, anti-inflammatory, analgesic, antibiotic, antimalarial, and antiulcerogenic effects. It
has also been studied for its antifungal properties against a wide range of species, including
those resistant to conventional antifungal agents. In this context, the present study extracted and
characterized lapachol to obtain a pure product and subsequently evaluated its inhibitory action
on the phytopathogenic fungi Colletotrichum fragariae and Fusarium oxysporum, as well as
Trichoderma harzianum, using an in vitro microbiological assay. The results indicated that
lapachol inhibited the growth of the studied fungi, with varying levels of inhibition for each
species. For C. fragariae, inhibition reached 34%, suggesting a potential control method for
agriculture. For F. oxysporum, inhibition did not exceed 14%, which may limit the efficiency
of lapachol use in integrated management practices. However, for T. harzianum, the inhibition
reached 50%, which is significant because this organism is used for the biological control of
the former two fungi. It can be concluded that lapachol shas in vitro inhibitory potential for the
growth of phytopathogenic fungi in agricultural crops, but its inhibitory action with T.
harzianum may require further evaluation. Additionally, utilizing lapachol reduces the use of
synthetic fungicides and promotes sustainable agricultural practices, optimizing conscientious
and less aggressive management in agroecosystems.

Keywords: Naphthoquinones; Antifungal; Trichoderma sp.; Biotransformations.
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1. INTRODUCAO

O Cerrado é um dos principais biomas brasileiros e caracteriza-se por uma estacéo seca
bem definida e diversidade de espécies adaptadas a incéndios naturais recorrentes. Com area
total de 2 milhdes de km? compreende uma regido critica para o desenvolvimento
socioecondémico do pais e prioritaria para a conservacdo da biodiversidade e de recursos
hidricos (CAMPOS & CHAVES, 2020).

Faz parte dessa biodiversidade o ipé ou, também conhecido como pau d'arco, peuva,
ipetna, entre outros nomes (GONCALVES, et al., 2022). Pertence & familia Bignoniaceae, que
possui aproximadamente 120 géneros e 800 espécies. O maior género pertencente a esta familia
¢ a Tabebuia ou Handroanthus (exclusivo para representar as espécies existentes no Brasil),
encontrado com uma grande diversidade na América do Sul, devido ao seu clima tropical e
subtropical (KRAUSE, SERRANO & SCHULTZ, 2022).

A espécie de ipé roxo, Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos, (SILVA,
2019), tem em sua composicdo uma grande concentracdo da sustancia denominada lapachol,
representado por 4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,2-diona, um composto organico
natural, derivado da naftoquinona. Entre as naftoquinonas o lapachol é um dos mais versateis
compostos biologicamente ativos, fazendo com que tal composto se torne conhecido devido
suas diversas propriedades (HUSSAIN et al., 2012).

Sua utilizacdo surgiu na era pré-colombiana e indigena da tribo Chalaway, que viviam
entre o Brasil e Paraguai. Utilizavam a parte interna da casca para tratar diversas enfermidades
como: artrose, febre, distarbios intestinais e circulatérios (FLORIEN, 2016). Os principais
efeitos reportados na literatura se devem as caracteristicas biologicas de acdo contra células
cancerigenas da atividade antimicrobiana, tripanocida e antifungicas que o lapachol possui
(SOUZA et al., 2008; SOUZA et al., 2013; HUSSAIN et al., 2007).

Nos ultimos anos uma crescente de estudos vem sendo dedicada as atividades
antifungicas do lapachol, sendo visto como principio ativo natural para doengas de plantas em
diversos cultivos. Por exemplo, resultados satisfatorios de inibicdo dos fungos Fusarium
oxysporum Sherb., Rhizoctonia solani Kuhn e Sclerotium rolfsii Sacc foram obtidos em estudos
com alface (SOUZA, 2008). Antunes (2006), também, demonstrou atividades inibidoras para
fungos, mas também, resultados promissores sobre micro-organismos. Aradjo et al. (2019)

observaram resultados significativos de lapachol inibindo o fungo patogénico S. rolfsii, um
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importante agente fitopatogénico que infecta diversos hospedeiros, acarretando problemas para
agricultura no pais.

De fato, o lapachol apresenta atividade antifungica contra uma ampla gama de espécies
fangicas, incluindo aquelas resistentes a antifingicos convencionais, e é promissor candidato
para o desenvolvimento de novos agentes antifingicos (SANTOS et al., 2019). Por isso, estudos
académicos utilizando o lapachol no controle de fitopatdgenos vém se intensificando, também
apoiados na ideia de que consistem em um modo de manejo consciente e menos agressivo ao
meio ambiente.

Perdas agricolas provocadas por fitopatdgenos comumente consistem em 15% a 20%
da producdo, mas podem chegar até a 100% em algumas culturas (SILVA, 2019). Além dos
fitopatdgenos poderem sobreviver na auséncia da planta hospedeira por um grande periodo de
tempo (ANGELOTTI et al., 2017), eles podem ser transportados e introduzidos na lavoura,
através das proprias sementes (MARIN-MENGUIANO et al., 2019). O método mais utilizado
de protecdo das plantas € o uso de fungicidas sintéticos. Porém, seu uso excessivo, seus elevados
custos financeiros, os residuos encontrados nas plantas por desobediéncias aos prazos de
caréncia e também o desenvolvimento de insensibilidade a moléculas (sitios especificos), tém
evidenciado sua desvantagem para a saude humana, animal e ao meio ambiente (TORRES-
RODRIGUEZ et al., 2021).

Desta forma, atividades sustentaveis de manejo, incluindo o menor uso de controle
quimico e o maior uso de produtos a base de extratos vegetais tém sido promissoras a melhoria
da saude do agricultor e do consumidor final (CASTRO, et al., 2020). Metabolitos especiais
presentes nestes extratos como alcoois, aldeidos, fendlicos, terpenos e cetonas, garantem
fungdes inseticidas, antibacterianas, antifungicas e antivirais desejaveis (SARTORELLI et al.,
2007; CHANG et al., 2022; MASWADA & ABDALLAH, 2013), aumentando a eficiéncia
ecoldgica e econdmica da producdo de alimentos, posicionando-os como alternativa aos
fungicidas sintéticos de uso global.

Utilizando-se lapachol, o presente trabalho avaliou a a¢éo inibitoria do desenvolvimento
vegetativo de Colletrotrichum fragariae Brooks. e Fusarium oxysporum que causam danos a
diversas lavouras do pais e do fungo Trichoderma harzianum Rifai que auxilia no controle
biolégico de fungos patogénicos. Com tal avaliacdo, esperou-se propor um controle natural
daqueles fitopatogénicos e conhecer os possiveis efeitos antagénicos sobre o fungo benéfico.
Assim, testou-se a hipdtese de que o crescimento micelial de C. fragariae, F. oxysporum e T.

harzianum reduzem com o aumento de concentracdo de lapachol no meio de cultura.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéao do lapachol
O cerne do ipé roxo foi obtido por poda de um galho da arvore localizada nas

dependéncias do Instituto Federal Goiano — Campus Urutai (Fazenda Palmital - Zona Rural,
coordenadas 17° 29’ 53.714” S, 48° 13’ 8.969” E, Urutai - GO). Sera produzida uma excicata
botanica com informac6es de local, data, habitat e coletor na proxima primavera para que seja
enviada a herbario a fim de se realizar a devida confirmacdo de identificacdo e classificacdo
taxonémica do espécime, mas também, para garantir registro permanente. Na carpintaria do
Campus o galho obtido passou por esteira de corte evidenciando apenas seu cerne de coloragao
escura e posteriormente 0 mesmo passou por triturador de madeira obtendo assim a serragem.

A extracdo do lapachol foi realizada com base na metodologia proposta por Ferreira
(1996), sendo adaptada para extracdo em grande escala, visando obtencdo de maior volume do
produto. Cerca de 1,5 kg de serragem foi colocada em barrilete, sendo adicionado a mesma 8
L de solucdo de concentracdo 1% (m/v) de carbonato de sédio (Na.COz) garantindo que toda
serragem ficasse imersa pela solucdo e, com auxilio de colher de madeira, foi realizada a
mistura/agitacdo da solucdo com a serragem, buscando a extracdo do lapachol.

A agitacdo foi realizada durante aproximadamente duas horas tendo nesse periodo
intervalos entre agitagdes de 10 & 15 minutos, e entdo deixada em repouso durante 24 horas. A
solucdo extratora, de coloracdo avermelhada, foi entdo primeiro filtrada em peneira de malha
8, para retirada da serragem e, posteriormente, filtrada em filtro de nylon retirando as demais
sujidades presentes na solucdo. A serragem obtida na filtragem foi novamente submetida a
solucdo de carbonato de sédio (Na2CO3) na concentracdo de 1% (m/v), passando pelo mesmo
processo anterior.

Ao filtrado foi adicionado lentamente solucéo de acido cloridrico (HCI) 6 mol L até
gue uma coloracdo amarelada fosse observada, com formacao de precipitado, caracterizando
completa extragéo. O precipitado foi recolhido por filtragio a vacuo e seco em dessecador. Ao
solido foi adicionado diclorometano, solubilizando o lapachol. A solucéo foi filtrada retirando

as impurezas em suspenséo e deixado para evaporagdo natural a temperatura ambiente.

2.2 Caracterizacéao do lapachol
Para caracterizacdo do lapachol foram utilizadas as analises de RMN (Ressonéncia

Magnética Nuclear) com espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio H e de
carbono-13 foram obtidos em espectrometros Bruker DRX-400. No *H-RMN (400 MHz) os
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deslocamentos quimicos (8) estdo relatados em parte por milhdo (ppm) em relacdo ao
tetrametilsilano (TMS), utilizado como padréo interno, e a multiplicidade indicada como: s =
singleto, d = dupleto, t = tripleto, q = quadrupleto, dd = duplo dupleto, m = multipleto.

A constante de acoplamento (J) foi calculada em Hertz (Hz) e o nimero de hidrogénios
foi deduzido da integral relativa. No 3C-RMN (100 MHz) foram tracados de acordo com a
conveniéncia, utilizando-se as seguintes técnicas: BB — Broadband decoupled spectrum (**C
{*H} - Carbono Totalmente Desacoplado de Hidrogénio) e DEPT 135 — Distortionless
Enhancement by Polarization Transfer.

Para realizagdo de analise de HPLC (High Performance Liquid Cromatography —
Cromatografia Liquida de Alta Performance) onde os cromatogramas foram gerados pelo
Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu®, modelo LC-6AD, composto por:
bombas LC-6AD, desgaseificador DGU-20A5R, forno CTO-20A, coletor de fracbes FRC—
10A, auto-injetor SIL-10AF e detectores de arranjo de diodo (DAD) SPD—-MZ20A e evaporativo
por espalhamento de luz (ELSD- evaporative light scattering detector) LT Il, obtidos no tempo
de 50°, com fluxo de 1 mL/min de metanol, em modulo de gradiente binario, a temperatura de
30 °C, feito com injecdo manual utilizando coluna Phenomenex (Luna 5u C18 (2) 100 A, 250

X 4.60 mm 5 micon.).

2.3 Selecéo dos Fungos
A selecdo de fungos foi realizada na Universidade Federal de Sao Jodo del-Rei (UFSJ)

— Campus Sete Lagoas, MG, considerando fitopatégenos de diferentes culturas produzidas na
regido entre GO e MG. Tais fungos foram obtidos da colecdo de Micro-organismos e
Fitopatogénicos da Embrapa Milho e Sorgo, sendo estes, descritos a seguir.

O fitopatégeno Colletrotrichum fragariae A.N. Brooks. Tem origem agricola em
culturas de morangos. Constitui um grande grupo monofilético de ascomicetos com mais de
200 espécies aceitas (MARIN-FELIX et al., 2017). E responsavel pela doenca conhecida como
antracnose, que afeta folhas, a coroa dos morangos, ocasionando a sintomatologia de “podridao
da coroa”. Sua infec¢do pode causar perdas em frutos de morangos, mas, também causa a
antracnose em frutas, legumes, cereais, plantas herbaceas, coniferas, lenhosas e ornamentais,
tanto nos estadios vegetativos como reprodutivos (DAMM et al., 2019). Reproduz por meio de
conidios assexuados e a sua disseminacdo pode se dar pelo vento, agua, residuos culturais,
sementes infectadas em um ciclo anterior da cultura, tornando-se a principal fonte de in6culo
para as safras subsequentes (CARVALHO et al., 2020).
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O fitopatégeno Fusarium oxysporum Sherb. foi isolado de culturas de milho. Se
encontram em todo o planeta, habitando solo, ar, agua, plantas e insetos (ABDEL-AZEEM, et
al., 2019). Infecta uma ampla variedade de plantas em folhas, caule, raizes e frutos, podendo
apresentar diferencas expressivas nas caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e ecoldgicas
(SHARMA & MARQUES, 2018). Murcha de fusarium ou fusariose, sdo os homes dados a
doencga detectada no campo. Tém estruturas de resisténcia que permitem a sua sobrevivéncia
por anos, mesmo sem plantios e estas estruturas podem ser transportadas entre areas agricolas
através do transito de pessoas, agua, insetos vetores vento, residuos culturais, maquinas ou
sementes. As espécies Fusarium - graminearum e Fusarium - oxysporum estdo entre 0s cinco
principais fungos fitopatogénicos por seu nimero de hospedeiro e praticidade de causar doenga
em tecido vivo ou viver em saprofitismo (NIKITIN et al., 2023).

O biocontrolador de fitopatdgenos Trichoderma harzianum Rifai. Estd amplamente
distribuido no planeta, desenvolve-se em detritos de colheita ou solo hdmico, podendo
sobreviver em condic¢des extremas de salinidade e pH, mas, com temperatura ideal entre 25-35
°C (SHAH & AFIYA, 2019). Apresenta miceélio septado, é anaerdbio facultativo e se reproduz
assexuadamente por conidios. Através de competi¢do, micoparasitismo e antibiose, contribui e
¢ usado na agricultura para o controle de fungos patogénicos, melhoria de atividades
fisiologicas de plantas (BHANDARI et al., 2021). Devido a producdo de hormonios e
solubilizadores de nutrientes, tais como fosfato e micronutrientes que permitem a mineralizagdo
e disponibilidade desses minerais inorganicos para as plantas estimulando assim seu
crescimento (MORO, 2018).

Segundo Aguiar (comunicacdo pessoal, 18 de fevereiro de 2024), os isolados dos trés
fungos estdo disponiveis na EMBRAPA Milho e Sorgo, pelo menos desde o ano de 2015.

2.4 Ensaio microbioldgico in vitro
O meio composto por batata, dextrose e agar-agar (BDA) foi o substrato para isolamento

e repicagem dos fungos em condicBes de laboratorio. Para o ensaio foi utilizado o BDA
industrial da TM Média, sendo pesado 30 g e adicionado mais 20 g de agar-agar puro em
Erlenmeyer de 600 mL, completado com agua destilada até o menisco e agitado até a sua
homogeneizacdo. O Erlenmeyer foi entdo colocado em autoclave a temperatura de 120 °C, por
um periodo de 20 minutos, para esterilizacdo do meio BDA. Posteriormente foi deixado para

resfriar ao ponto de contato com a pele (25 °C) e entdo vertido em placas de petri.
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Para repicagem dos fungos selecionados, em BDA, para obtencéo das culturas matrizes
a serem inoculadas nas dilui¢cbes de lapachol foram utilizadas placas de Petri previamente
autoclavadas, de dimensbes 35 mm de diametro por 10 mm de altura, contendo
aproximadamente 10 mL de BDA. Nelas foram adicionados filamentos dos fungos em formato
de cruz, e reservados para crescimento durante seis dias em BOD a 25 °C. Este processo foi
realizado para as trés espécies e em triplicatas.

Ap0ds as repicagens prontas, 0 mesmo processo de producéo de BDA foi realizado sendo
um controle (BDA puro) e meios BDA + lapachol, para cada dosagem de teste. O lapachol foi
solubilizado em diclorometano (0,5 g de lapachol para 10 mL de diclorometano). Dentro de
capela de fluxo laminar previamente higienizada, as dilui¢des de lapachol foram adicionadas
ao meio BDA, com pipeta de precisdo de 1000 pL nas dosagens de 1000 pL, 750 L, 500 pL
e 250 uL, nas concentracdes de lapachol de 8,33 pug/mL, 6,25 pg/mL, 4,17 pg/mL, 2,08 pg/mL
respectivamente, mais um branco com auséncia de lapachol, formando grupos de cinco placas
de cada dosagem para cada fungo. Todas as dosagens foram vertidas em placas de Petri
descartaveis estéreis da J. Prolab Indudstria (Sdo José dos Pinhais, PR), na dimensédo de 90 x 15
cm, em triplicada.

As placas foram deixadas para secagem e endurecimento na camera de fluxo laminar
por cerca de 5 minutos. Em seguida foi realizada a inser¢do dos fungos nas placas através do
corte peduncular nas matrizes de cada fungo, com auxilio de uma espéatula, formando discos de
micélio, com 0,5cm de diametro, que foram inseridos no centro da placa de analise. Todas as
placas foram previamente identificadas com informacdes sobre o fungo e a dosagem de
lapachol.

Apoés todas as placas estarem corretamente fechadas, foram levadas & camara de
crescimento do tipo BOD e acomodadas de forma aleatdria a temperatura constante de 25+1°C,
com fotoperiodo de 24 horas, para o registro do crescimento micelial. Os registros do
crescimento foram feitos no primeiro, terceiro, quinto e setimo dia e foram obtidos virando-se
as placas para baixo e medindo o diametro da coldnia formada com uma régua a partir do centro,
tanto vertical quanto horizontalmente, para determinar seu diametro. Em seguida, foram
descontados 0,5 cm, correspondentes ao diametro inicial do micélio alocado nas placas. Os

resultados consistiram no crescimento micelial aferido em cada placa.
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2.5 Andalises Estatisticas

Para testar a hipotese deste estudo, foram realizadas Anélises de Variancias two-way
com medidas repetidas no tempo (ANOVA 2-way) para cada uma das trés espécies de fungos
estudadas, C. fragariae, F. oxysporum e T. harzianum. Este tipo de andlise foi necessario devido
a repeticdo de medidas de crescimento micelial nas mesmas unidades amostrais. Assim, foram
utilizados os fatores “dosagem” das solugdes de lapachol, sendo elas “BDA puro”, “1000 uL”,
“750 uL”, “500 uL” e “250 puL” (cinco niveis) e o “tempo” em que foi medido o crescimento
dos micélios, sendo eles o primeiro, terceiro, quinto e sétimo dia (quatro niveis), além da
interacdo entre os dois fatores.

Para cada resultado significativo obtido das ANOVAS, foram feitas comparagdes a
posteriori por meio de intervalos de confianca de 95% (IC95%). Tais 1C95% foram
apresentados em figuras para o crescimento micelial em fun¢do dos fatores “dosagem” e
“tempo”, além da intera¢do entre ambos. Todas as analises foram feitas considerando o nivel
de 5% de significancia, por meio do uso do software Statistica 64 v.13 (Licenca
JPZ8041376009FA-9 para o orientador do estudo).

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

3.1 Extracéo e caracterizagao do lapachol
A extracdo do lapachol foi realizada utilizando solucdo de carbonato de sodio em

concentracdo de 1% (m/v) e agitada durante aproximadamente duas horas tendo nesse periodo
intervalos entre agitacdes de 10 a 15 minutos, e entdo deixada em repouso durante 24 horas. O
carbonato de so6dio é um sal bésico, logo, € capaz de desprotonar a hidroxila do lapachol
originando a sua espécie idnica que € solivel em agua e possui coloracdo avermelhada (Figura
1). Apo0s a extragdo a serragem foi separada por filtracdo comum utilizando peneira e refiltrada

em filtro de nylon (Figura 3 - A).
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Figura 1 — Reacéo de basificagdo em solucéo de carbonato de sddio.

Em seguida, foi feita a adicio da solugdo de HCI 6 mol L™ até que fosse possivel
observar a mudanca de coloracéo da solucéo, passando de avermelhada para um tom amarelado.
Quando a solucdo extratora € acidificada pela solu¢do de HCI, a hidroxila do lapachol é

novamente protonada (Figura 2).

0
OH
1 0O

Figura 2 — Momento de acidificacdo em solucdo de acido cloridrico.

Quando o lapachol é protonado torna-se insollvel em &gua, apresentando coloragdo
amarelada, portanto a acidificacdo da solucdo so6 foi finalizada quando a coloracdo amarelada
se tornou permanente. Apds permanéncia na colora¢do a solucéo foi deixada em repouso para
decantacédo da fase solida (Figura 3 - B). O solido amarelo foi separado por filtracdo a vacuo e
seco a temperatura ambiente. Em seguida, foi colocado em diclorometano, onde o lapachol tem
alta solubilidade, a solucéo foi filtrada novamente para retirada de impurezas que ndo foram
solubilizadas. O diclorometano foi evaporado a temperatura ambiente promovendo a

recristalizacéo do lapachol (Figura 4).
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Figura 3 — Extracdo do lapachol, sendo (A) etapa de filtracdo e (B) precipitacdo do lapachol ap6s adicdo da

solucédo de HCI.

N\

Figura 4 — Recristaliza¢do do lapachol obtido, sendo (A) cristais de lapachol, e (B) lapachol obtido apds todo

o0 procedimento de extragéo.

De acordo com o cromatograma de HPLC (Figura 5), € observado pico de retengdo no
tempo de 35 minutos, atribuido ao lapachol. Nele ndo é observado nenhum ruido nos picos do

cromatograma, indicando pureza da substancia obtida.
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Figura 5 — Cromatograma HPLC do lapachol.

Em analise de RMN os sinais obtidos nos espectros de 3C e *H foram registrados a 400
e 100 MHz, respectivamente. Suas atribui¢bes tiveram como base os desvios quimicos, em
padrdes de multiplicidade de ressonancias de protons representadas por acoplamentos de J,
onde em *H RMN (400 MHz, CDCI3) & 1.61 (s, 3H), 1.71 (s, 3H), 3.23 (d, 2H J = 7.4 Hz), 5.13
(tt, '"H J=7.4,) = 1.4 Hz), 7.62 (m, 2H), 7.62 (2H, m) e em C RMN (100 MHz, CDCI3) &
17.9, 22.6, 25.7, 119.7, 123.5, 126.0, 126.7, 129.4, 132.8, 132.9, 133.8, 134.8, 152.7, 181.7,

184.5. Todos esses dados podem ser comparados nos Anexos 7.1 e 7.2,

3.2 Influéncia do lapachol sobre os fungos.

Durante a producdo do meio com diluicdo do lapachol em diclorometano pdde ser
observada uma diferenca no meio de BDA. O diclorometano se evaporou durante o
endurecimento do meio de BDA na placa de Petri, 0 que tornou visivel as particulas de lapachol

espalhadas no meio (Figura 6).
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Figura 6 — Meio BDA elucidando a presenca do lapachol, apés evaporacédo do diclorometano.

Os fungos estavam em um ambiente propicio para o seu desenvolvimento garantindo
que ndo houvesse demais interferéncias e que apenas o lapachol seria o causador de qualquer
inibicdo desse crescimento.

Para T. harzianum ocorreu um crescimento descontinuo (Figura 7) em todas as placas
com e sem lapachol. Este fungo teve seu crescimento se perfazendo em volta do micélio ou
falhas aleatorias sdo formadas, sendo possivel observar em uma delas um afastamento completo

do micélio e posterior retorno de crescimento.

Figura 7 — Formas de crescimento do fitopatdgeno Trichoderma harzianum
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Tomando o crescimento maximo atingido pelos micélios das trés espécies em sete dias
como sendo 100% e o crescimento atingido em presenca de lapachol como uma proporcéao deste
maior crescimento, obteve-se a Figura 8. Por meio desta figura foi possivel realizar uma
inspecdo visual sobre o desenvolvimento dos fungos em auséncia e em presenca de lapachol,
inclusive comparando a resposta obtida sob diferentes dosagens de lapachol e entre as trés

espécies estudadas.

B C. fragariae F. oxysporum  :: T. harzianum

60

50.59

(%
o

46.08
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o o

Inibicdo relativa (%)
S

10

500pL 750l 1000pL
Dosagem de lapachol

Figura 8 — Crescimento relativo de micélio dos fungos estudados em meio com e sem lapachol para os trés fungos
estudados.

Pela inspecéo visual da Figura 8, observou-se que C. fragariae apresentou crescimento
similar em todos os tratamentos contendo lapachol. Independente da dosagem, tal crescimento
foi inferior ao crescimento apresentado sem lapachol. A maior inibigcdo ocorreu na dosagem de
1000 pL, quando o micélio alcangou cerca de 34% de inibicdo e a menor inibicdo ocorreu na
dosagem de 750 pL, com o micélio desenvolvendo aproximadamente 25% menos. Néo foi
possivel, por inspecdo visual, notificar um padrdo de crescimento em funcdo das dosagens a
que C. fragariae foi exposto.

F. oxysporum foi o fungo menos afetado por lapachol dentre os trés estudados. A
resposta foi muito similar para as quatro dosagens. A menor inibicdo foi obtida tanto na
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dosagem de 750 pL como na de 500 pL, onde a inibicdo foi de apenas cerca de 10% do
crescimento apresentado na auséncia de lapachol.

E importante destacar que T. harzianum foi o fungo que teve o crescimento mais inibido
pela presenca de concentracdo de lapachol. A menor inibicéo apresentada foi de 35% e ocorreu
na dosagem de 500 pL. Por sua vez o pior desempenho de T. harzianum, ou seja, a maior
inibicdo, ocorreu na dosagem de 750 pL.

Considerando as trés espécies, as diferencas de inibicdo entre os tratamentos com
lapachol foram sutis e sugerem que a diferenca mais relevante para o crescimento de micélios
das trés devera estar entre ter e ndo ter lapachol. Assim, para qualquer diluicdo de lapachol,
todos os trés fungos apresentaram desempenho menor do que a metade daquele apresentado no
BDA puro, ou seja, tiveram o seu desenvolvimento micelial seguramente inibido. Apesar da
diferenca pronunciada, a priori, que se observa entre as trés espécies, os efeitos das diferentes
dosagens sobre uma mesma espécie foram sutis. Contudo, melhor detalhamento pode ser obtido
a partir dos resultados das andlises estatisticas que foram apresentados a seguir.

A leitura dos tamanhos de raio de crescimento de C. fragariae foi em média 30% menor
guando os micélios se desenvolveram em meios com lapachol, independente da sua diluicdo
(F4,10=23,628; p<0,001; Figura 9A). Apesar de contarmos com somente trés dias de leitura de
crescimento dos micélios, é claro o fato de que, apesar da inibi¢cdo apontada anteriormente, 0s
micélios continuaram a se desenvolver ao longo do tempo de afericdo (F(220=343,508;
p<0,001; Figura 9B). E, por fim, houve interacdo entre a diluicdo de lapachol e o tempo de
crescimento sobre o tamanho dos micélios (F20=2,650; p=0,036; figura 9C). Neste caso,
apesar de haver troca de posicdo de maiores crescimentos entre o terceiro, quinto e sétimo dia
de avaliacdo para os tratamentos com lapachol, eles terminaram com crescimento idéntico e,
sistematicamente, todos eles tiveram desempenho aquém do crescimento apresentado pelo

micélio quando em meio com BDA puro.
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Figura 9 — Apresentacdo do crescimento de micélios de colénias de C. fragariae. Em 9A, no eixo X, BDA indica
0 meio de cultura sem a presenca de lapachol e as medidas 1000 uL, 750 pL, 500 pL e 250 pL representam as
dosagens de lapachol nos tratamentos experimentais. Em 9B, no eixo X, sdo apresentadas as leituras de
crescimento no terceiro, quinto e sétimo dia de experimento. Finalmente, em 9C, é apresentado o crescimento de
micélio para BDA e demais tratamentos em cada dia de leitura, ou seja, a figura com resultados da interagao entre
os dois fatores. Para as trés figuras, a medida central ilustra a média e a medida de dispersdo ilustra o intervalo de
confianca de 95% dos tratamentos. A sobreposicdo de um intervalo de confianca de 95% de um tratamento sobre
a média de outro tratamento, ilustra igualdade estatistica entre eles.

Semelhante a C. fragariae, o crescimento de micélios de F. oxysporum
sistematicamente foram menores na presenca de lapachol (F4,10=25,480; p<0,001; Figura
10A). Contudo, tal inibi¢gdo n&o impossibilitou o seu crescimento com o tempo (F(3,30=69,337;
p<0,001; Figura 10B). Apesar dos dois apontamentos anteriores, tal crescimento respondeu a
interacdo entre tempo e os tratamentos aplicados (F(2,30=13,030; p<0,001) tornando
indispensavel a interpretacdo da interacdo para entendimento do fenémeno (Figura 10C). Tal
interpretacdo ilustra que F. oxysporum tem melhor desempenho de crescimento no primeiro dia
nos tratamentos com dosagem de 500 pL e 250 plL, mas, sem a manutencdo deste padrdo ao
longo dos proximos trés dias de leitura. Ao final do periodo de analise € possivel notar que o

crescimento de micélios de F. oxysporum é maior no meio com BDA puro (na figura,
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circunferéncias azuis) desde o segundo dia de leitura e igualmente menor entre os tratamentos

contendo lapachol.
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Figura 10 - Apresentacdo do crescimento de micélios de coldnias de F. oxysporum. Em 10A, no eixo X, BDA
indica o0 meio de cultura sem a presenca de lapachol e as medidas 1000 pL, 750 pL, 500 pL e 250 pL representam
as dosagens de lapachol nos tratamentos experimentais. Em 10B, no eixo X, sdo apresentadas as leituras de
crescimento no primeiro, terceiro, quinto e sétimo dia de experimento. Finalmente, em 10C, é apresentada a
interacdo entre o crescimento de micélio para BDA e demais tratamentos com o tempo, em quatro dias de leitura.
Para as trés figuras, a medida central ilustra a média e a medida de dispersdo ilustra o intervalo de confianga de
95% dos tratamentos. A sobreposicdo de um intervalo de confianca de 95% de um tratamento sobre a média de
outro tratamento, ilustra igualdade estatistica entre eles.

Em relagdo a T. harzianum, todas as placas com BDA puro foram totalmente tomadas
pelos micélios no quinto dia, indicando excelente crescimento no meio sem o lapachol. Assim,
a auséncia de variacdo nas medidas obtidas no quinto e no sétimo dia de amostragem, nos
impediu de realizar as comparagOes estatisticas para estes dois dias. Assim, para T. harzianum
foram utilizados os comprimentos dos micélios obtidos somente no primeiro e no terceiro dia
de experimento. Assim como ocorreu para as duas espécies anteriores, 0s tamanhos de raio de
crescimento de T. harzianum foi maiores na auséncia de lapachol e iguais na presenca de
qualquer diluicdo (F@,10=7,180; p=0,004; Figura 11A). Apesar de aferidos os micélios em
somente dois dias, também é evidente que os micélios aumentam com o tempo (F(1,10=368,130;
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p<0,001; Figura 11B), inclusive ilustrando-se as grandes dimensGes alcangadas na segunda
leitura durante o terceiro dia. E, novamente, a interagdo entre tempo e tratamentos é relevante
(F4,10=12,719; p<0,001; Figura 11C), devido ao fato de que o crescimento micelial foi
semelhante entre todos os tratamentos no primeiro dia, mas, superior no BDA puro, quando

aferido no terceiro dia.
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Figura 11 — Apresentacdo do crescimento de micélios de colbnias de T. harzianum. Em 11A, no eixo X, BDA
indica o meio de cultura sem a presenca de lapachol e as medidas 1000 pL, 750 pL, 500 pL e 250 pL representam
as dosagens de lapachol nos tratamentos experimentais. Em 11B, no eixo X, sdo apresentadas as leituras de
crescimento no primeiro e terceiro dia de experimento. Em 11C é apresentada a interagdo entre o crescimento de
micélio para BDA e demais tratamentos com o tempo, em dois dias de leitura. Para as trés figuras, a medida central
ilustra a média e a medida de disperséo ilustra o intervalo de confianca de 95% dos tratamentos. A sobreposicao
de um intervalo de confianca de 95% de um tratamento sobre a média de outro tratamento, ilustra igualdade
estatistica entre eles.
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4. DISCUSSAO
Extratos medicinais de plantas tém atraido a atencdo da industria como agentes

potenciais para o controle de doencas em cultivos de alimentos, tanto no campo como no
armazenamento. Suas propriedades antimicrobianas se devem ao espectro de seus metabolitos
secundarios como por exemplo, fenois, polifendis, flavonoides, glicosideos, taninos e alcal6ides
que inibem o desenvolvimento de patdgenos (SEEPE, 2021).

A forma como produtos quimicos antifungicos inibem o crescimento de patdgenos é
interferindo na biossintese dos principais componentes da parede celular e da membrana celular
ou através da formacao de canais idnicos na membrana celular (KAWAKAMI, 2015). No que
diz respeito aos produtos de origem natural os seus principais mecanismos de acdo podem
incluir perturbacdo da integridade da parede celular do fungo através da inibicdo da sintese de
quitina e B-glucanos, ruptura da membrana celular, tal como ligagéo ou inibi¢éo da biossintese
de ergosterol, disfuncdo mitocondrial, inibicdo da divisdo celular, inibicdo de 4&cido
ribonucleico, acido desoxirribonucleico ou sintese proteica, e da bomba de efluxo (LAGROUH,
2017). A ruptura da membrana flngica pode levar a permeabilidade da membrana e,
eventualmente, impedir fungdes bioguimicas normais (RAVEAU, 2020).

Um ponto de importancia é o fator de toxicidade humana desses compostos naturais,
geralmente os produtos provenientes de espécies de plantas medicinais sdo relativamente
seguros, apresentam baixa toxicidade humana, utilizados desde nossos ancestrais. No entanto,
ha uma importancia de estudos perante as quantidades a serem utilizadas minimizando os
problemas ocasionados pelo uso indiscriminado desses compostos (SENIGALIA, 2020). Para
0 meio ambiente sdo facilmente biodegradaveis porque os produtos naturais, principalmente de
plantas, sdo inerentemente instaveis com temperaturas elevadas e, consequentemente, nao
persistem no meio ambiente por muito tempo em comparacdo com os fungicidas sintéticos
convencionais (MARTINEZ, 2012).

Em relacdo ao lapachol seus estudos de toxicidade estdo mais ligados aos meios de
utilizacdo através de medicamentos, apresentando alguns indicadores de nauseas e vomito
quando ingeridos 1,5g por dia (ARAUJO, 2002). De acordo com estudo apresentado por Servan
(2022), foi avaliado DL50 (dose letal capaz de inibir ou causar morte em 50%) de 65,84 mg/mL
em testes com Artemia salina (LINNAEUS, 1758) (PEREIRA, 2015). Esta dosagem esta muito
acima das que foram utilizadas nos testes deste trabalho, e lembrando que essa quantidade se

trata de uma ingestdo ou inalacdo direta.
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O lapachol foi o produto natural utilizado nesse trabalho como inibidor do crescimento
dos fitopatogenos C. fragariae e F. oxysporum. A inibi¢cdo apresentada corroborou com a
hipdtese deste trabalho. Tal influéncia, pode ser benéfica para o cultivo de alimentos quando
um destes dois fitopatogénicos consistirem em ameaca ao cultivo, necessitando apenas de
estudos que retratem essa relagdo de forma in vivo avaliando fatores como toxicidade gerada.
Além disso, pdde-se constatar também que a presenca do lapachol parece ser mais importante
do que a sua dosagem, ja que as diferencas sdo muito sutis sobre a inibicdo exercida em
diferentes concentracGes. Em outras palavras, o crescimento dos dois fungos fitopagénicos aqui
estudados foi inibido, de forma semelhante, nas diferentes dosagens de lapachol utilizadas.

Em relacdo ao uso do lapachol para o controle de cada um dos dois fitopatégenos
estudados, as dosagens ideais sdo a menor testada. No caso do patossistema sofrer danos com
a presenca de C. fragariae a dosagem ideal para seu controle é a de 250 pL. Tal determinacgéo
vem do fato de ndo haver diferengas de desempenho do fungo para as diferentes dosagens de
lapachol (Figura 9). Assim, a expectativa de eficacia de a¢do do lapachol esta entre 28 e 34%
de inibicdo (Figura 10), ja que estas foram as inibi¢des encontradas no experimento in vitro.

Considerando este nivel de inibicdo, se faz necessaria continuacao do estudo para uma
realizacdo in vivo viabilizando melhor entendimento de como o lapachol ira reagir contra o0s
fungos em meio aos cultivares e qual seria seu grau de inibicdo de forma direta. Apos estes
estudos uma resposta de reducdo de danos as plantas cultivadas pode surgir sendo favoravel e
produzir menores efeitos negativos sinérgicos entre elementos limitadores as plantas como, por
exemplo, aqueles advindos de estresses ambientais (ZHANG et al., 2022). Além disso, produtos
naturais podem reduzir o custo envolvido no tratamento da peste agricola, reduzir a
contaminacdo da lavoura com agrotdxicos e possivelmente até preservar mais a biodiversidade
no agroecossistema (LIESS et al., 2016). Em outras palavras, podem intensificar o uso de
praticas sustentaveis, desejavel na economia atual (CHARBET & SARTOU, 2020).

Apesar da inibicdo sobre C. fragariae, a eficacia desse controle depende de fatores que
influenciam o fitopatogeno, a planta cultivada e o solo. Entdo, embora uma reducéo de 30% na
populacédo de C. fragariae possa ser benéfica, aumentando a producéo de culturas e melhorando
a sua qualidade agricola, é importante considerar aspectos ecossistémicos antes de tal decisdo.
Assim, uma avaliacdo in vivo pode ser a continuidade natural deste estudo com C. fragariae.

A menor dosagem (250 pL) também € a indicada para tentativa de controle de F.
oxysporum, quando tal fitopatdgeno representar ameaca a sistemas agricolas de cultivo de

alimentos, de acordo com os testes aqui apresentados. Isso se deve, novamente, a ndo existéncia
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de diferencas estatisticas entre as dosagens estudadas (Figura 11). Porém, o poder de inibicdo
deste fitopatogeno por lapachol ficou entre 10 e 14%, chegando a ser menos do que um terco
do encontrado para C. fragariae. Tal intervalo de inibicdo vem da observacdo absoluta das
inibicbes (Figura 9) e como ndo houve diferencas significativas entre elas, essa expectativa de
inibicdo est4 entre a menor e a maior inibi¢do possivel registradas no experimento.

Apesar de menos inibitdria, a interacdo entre o fungo e o lapachol pode ter alguma
relacdo com as possiveis biotransformacgdes que podem ocorrer quando o lapachol entra em
contato com fungos filamentosos, o0 caso do F. oxysporum. Um recente estudo feito por
Coitinho (2018) apresentou resultados de biotransformagdes entre o lapachol e alguns fungos
filamentosos, obtendo como produto de biotransformacéo, o norlapachol que surge através da
reacdo de Oxidacdo de Hooker (EYONG et al., 2013). Essa transformacdo € decorrente das
reacOes mediadas pelas enzimas do microorganismo (COITINHO, 2018). Se for o caso de
termos obtido uma biotransformacdo realizada pelo fungo isso projetou certa forca de
crescimento, mas essa conversdo de compostos finalizou e ainda assim o lapachol em baixa
guantidade obteve alguma acdo inibitoria.

Com desempenho de inibicdo por lapachol inferior ao obtido para C. fragariae, 0s
beneficios para a lavoura podem ser mais limitados no uso de lapachol para controlar F.
oxysporum. Mas, ainda assim, eles sdo possiveis. Considerando circunstancias de danos leves
a lavoura ou de inicio de propagacdo, o seu uso ainda pode ser relevante. O uso de lapachol
pode significar, por exemplo, um retardo ao crescimento micelial do fitopatégeno. Ha ainda a
possibilidade de que a modesta acdo do lapachol em interagdo com outras formas de controle,
possa trazer beneficios satisfatorios, como quando é empregado o manejo integrado de doencas
em cultivos agricolas. Neste sentido, na india, F. oxysporum foi controlado em cultivo de
pimentdo por agentes biologicos, produtos botanicos e fungicidas tanto in vitro e in vivo
(ABHINAYV et al., 2021). Neste estudo de Abhinav et al., T. harzianum foi agente bioldgico
utilizado, assim como o extrato de folha de nim e de folha de pinhdo-manso, todos prevenindo
a fusariose, caracterizando uma técnica de manejo integrado desta doenca. O uso de compostos
vegetais em conjunto ou isolado de T. harzianum, tém se comprovado eficaz em outras culturas,
por exemplo, em grdo-de-bico (DUBEY et al., 2007).

O uso de lapachol na presenca de T. harzianum também corrobou a hipétese deste
estudo, inibindo o organismo. Assim como para os fitopatogénicos, a presenca do lapachol é
mais relevante do que a concentracdo utilizada. Tal resultado é de grande relevancia, j& que este

é um organismo benéfico nas lavouras. Bhandari (2021) apresenta diversas justificativas sobre
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como as espécies de Trichoderma séo importantes e utilizadas como controles de fitopatogenos,
trazendo um meio de agricultura mais sustentavel. Algumas caracteristicas do Trichoderma sdo
seu microparasitismo, competicao e antibiose do qual utiliza para inibicdo do crescimento de
outros microbios patogénicos através da biossintese de metabolitos direcionados, funcionando
como reguladores desse crescimento, de enzimas e de antibidticos (SOOD, et al., 2020). Um
dos fatores apresentados por Benitez et al. (2004), é de que o Trichoderma utiliza da sua
capacidade de producdo de compostos quelantes de ferro, que absorvem o ferro presente no
solo, causando deficiéncia de ferro e consequentemente acidificacdo do solo, fazendo com que
0 ambiente se torne o duplamente desfavoravel para alguns fitopatégenos. Assim, o uso de
lapachol deve reduzir sua funcionalidade positiva dentro do sistema de producédo de alimentos,
sendo, através de nossos resultados, ndo indicado.

Em relacdo ao crescimento irregular de micélios de T. harzianum, tal fato pode ter
ocorrido devido a T. harzianum ser um organismo que possui esporos extremamente soltos.
Assim, pode ter depositado seus esporos por diferentes partes da placa ocasionando seu
crescimento desordenado. No entanto os resultados obtidos neste estudo ndo séo suficientes
para afirmar se foi apenas esse fator esporulante do fungo, tampouco o quanto esse crescimento
desordenado se fez por interferéncia do lapachol. Contudo em meio BDA puro, T. harzianum
teve seu crescimento completo em apenas 3 dias, apresentando pequena falha de crescimento.

Considerando um agroecossistema contendo as trés espécies, temos uma circunstancia
mais complexa, ja que as trés foram inibidas pela presenca de lapachol e quando em sua
presenca, houve pequenas diferencas de inibicdo para diferentes dosagens de lapachol. Em
outras palavras, utilizar o lapachol na presenca de T. harzianum pode ndo constituir uma boa
estratégia ja que T. harzianum tem poder de inibir fitopatdgenos como C. fragariae e F.
oxysporum. Se a inibicdo de T. harzianum fosse inexistente ou baixa, o0 uso do lapachol poderia
ser indicado como uma técnica de manejo integrado para os organismos fitopatogénicos
estudados. Mas, ndo € o caso. Neste caso, imaginando um agroecossistema que, por qualquer
motivo apresente as trés espécies, seria importante aferir se os beneficios da presenca de
lapachol, dados os seus efeitos negativos sobre as espécies fitopagénicas, sdo maiores ou nao
do que os efeitos de T. harzianum sobre tais fitopatogénicos, sendo esta uma nova fase de
estudo. Neste estudo, tais probabilidades ndo foram avaliadas, o que pode, novamente,

estimular um novo estudo em forma de meta-analises ou experimental, envolvendo a questao.
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5. CONCLUSAO
O lapachol foi extraido com grau de pureza entre 95%, alcancando inibicdo de 34%

sobre o fitopatdgeno C. fragariae, sugerindo a sua possibilidade de uso como mecanismo de
controle. O estudo aprofundado sobre as dosagens de lapachol utilizadas se fazem necessarias,
buscando uma escala de dosagens mais ampla tanto para menores quanto maiores, para garantir
os efeitos aqui abordados.

A inibicdo de lapachol sobre F. oxysporum alcangou 14%, sugerindo que a sua eficacia
guando em sistema in vitro. A indesejada inibic¢ao sobre T. harzianum alcangou 50%, sugerindo
que o uso concomitante de lapachol e deste organismo, precisa ser melhor investigado para se

tomar decisdes de controle.
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7. ANEXOS

7.1 - RMN *H do Lapachol realizado em CD2Cl2 (400MHz).
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7.2 — RMN *3C do Lapachol realizado em CD2CI2 (400MHz).
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CAPITULO 2 - ARTIGO 2

INTERACAO COM MICROORGANISMOS E DEGRADACAO DO
LAPACHOL EM LATOSSOLOS DE TEXTURA MEDIA, ARGILOSA E
ARENOSA

RESUMO

O solo é um ambiente rico em quantidade e diversidade de microrganismos, responsaveis por
diversos processos essenciais para a manutencdo de sua qualidade. Buscando pela troca de
produtos quimicos de controle de pragas por produtos naturais que tragam menores faixas de
interferéncias na microbiota do solo, surge o lapachol. Esta é uma molécula natural, derivada
da naftoquinona, sendo um dos mais versateis compostos biologicamente ativos. O objetivo
deste trabalho foi analisar a interacdo do lapachol com a atividade microbiana de solos de
texturas média, argilosa e arenosa, com o intuito de avaliar a sua degradacdo, portanto a sua
durabilidade e usabilidade do seu potencial antifingico. A respirometria foi utilizada para
quantificar a liberacdo de dioxido de carbono (CO2) como indicador da atividade microbiana.
Os resultados mostraram que a presenca de lapachol aumentou o desprendimento de CO2 nos
trés tipos de solo, indicando uma maior atividade microbiana na presenga do composto. A
degradacédo foi mais lenta do que o esperado para os trés tipos de solo, indicando uma boa
persisténcia no solo. Notavelmente, o solo argiloso apresentou 0 maior aumento na atividade
microbiana na presenca de lapachol e possivelmente, o menor tempo de a¢do do composto. Ja
no solo arenoso, a interacdo foi menor, podendo significar o maior tempo de a¢cdo do composto.
Este estudo sugere que o lapachol pode ser eficaz no controle de fitopatdgenos, especialmente
em solos de textura arenosa. No entanto, sdo necessarias mais pesquisas para compreender a
dindmica da degradacdo do lapachol em diferentes condi¢6es de solo e seu potencial impacto
no manejo agricola sustentavel.

Palavras-chave: Latossolos; Cerrado; Microbiota; Respirometria.
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ABSTRACT

Soil is an environment rich in the quantity and diversity of microorganisms that are responsible
for various processes essential for maintaining its quality. In seeking the exchange of chemical
pest control products for natural products that bring lower levels of interference in soil
microbiota, lapachol has emerged. It is a natural molecule derived from naphthoquinone, and
is one of the most versatile biologically active compounds. The aim of this study was to analyze
the interaction of lapachol with the microbial activity of soils with medium, clayey, and sandy
textures, in order to evaluate its degradation, durability, and usability of its antifungal potential.
Respirometry was used to quantify the release of carbon dioxide (CO2) as an indicator of
microbial activity. The results showed that the presence of lapachol increased the release of
COz inall three soil types, indicating higher microbial activity in the presence of the compound.
Degradation was slower than expected for three soil types, indicating good persistence.
Notably, clayey soil showed the greatest increase in microbial activity in the presence of
lapachol, and possibly the shortest duration of action of the compound. In sandy soil, the
interaction was lower, possibly indicating a longer duration of action for the compound. This
study suggests that lapachol may be effective in controlling phytopathogens, particularly in
sandy-textured soils. However, further research is required to understand the dynamics of
lapachol degradation under different soil conditions and its potential impact on sustainable
agricultural management.

Keywords: Latosols; Cerrado; Microbiota; Respirometry.
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1. INTRODUCAO
O solo é um recurso natural essencial para o funcionamento dos ecossistemas, nos quais

milhares de criaturas diferentes interagem e contribuem para a manutencao de processos vitais
(SILVA et al., 2021). Bactérias e fungos nos solos sdo responsaveis por cerca de 90% da
atividade microbiana, que é mediadora na formacao deste ambiente e na estabilizacdo de seus
agregados, portanto, influenciando quimica e fisicamente cada solo (BALD et al. 2021).

O uso sustentavel dos solos e o seu monitoramento por indicadores é de grande
importancia (SILVA, et al. 2021). A avaliagdo da comunidade microbiana permite avaliar e
aferir danos ao ambiente, bem como estimar e interferir nas formas de manejo no meio agricola.
A biomassa microbiana constitui um indicador, ja que ilustra alteragdes como em ciclagem de
nutrientes, fertilidade, estoque de carbono e dinamica da matéria organica (HOFFMANN et al.,
2018). Portanto, ela indica a qualidade do solo, ja que regula transformagdes e disponibilidade
de nutrientes, o que influencia 0 modo ideal de uso do solo (FERNANDES et al., 2013).

O Cerrado é um bioma de savana tropical que cobre cerca de 2 milhdes de Km?, da
regido central do Brasil, cerca de 25% do seu territorio (SOARES et al., 2017).
Aproximadamente 46% dos solos deste bioma s&o ocupados por latossolos (SANO et al., 2008).
Estes séo solos profundos (>2 m), muito intemperizados, ricos em 6xidos de ferro e de aluminio,
com teor de silte inferior a 20% e de argila entre 15% e 80%. Normalmente sdo &cidos, pouco
férteis e muito permeéaveis, exigindo correcdes de acidez e nutrientes, precaucao com a irrigacao
e uso de cobertura, ou seja, recorrente manejo conservacionista (SOUSA & LOBATO, 2021).

A aplicacdo de herbicidas e outros quimicos em cultivos agricolas causa alteracdes na
microbiota do solo e nos nutrientes presentes. Entdo, a biomassa no solo, o potencial de
solubilizacdo de compostos inorganicos e a quantidade de CO, presentes podem ser afetados
(REGO, 2013). Entretanto, nos ultimos anos o uso de herbicidas e fungicidas a base de produtos
naturais tem aumentado, abrindo portas para novas moléculas que possam reduzir a toxicidade
e a persisténcia dos produtos no ambiente (ZIMMERMAN et al., 2020). Tal aumento consiste
em resposta a recorrentes politicas sociais e ambientais que influenciam consumidores (KIM &
PARK, 2017) e investidores (PARK & JANG, 2021), mas que também aumentam o valor de
empresas e as diferenciam de concorrentes (PORTER et al., 2019).

Se o interesse social e de empreendedores se faz presente em cultivos agricolas, entéo a
avaliacdo de sua qualidade, incluindo a qualidade dos solos de cultivo ganha mais importancia.
E, dentre os modos de avaliagdo da qualidade dos solos, um pardmetro usado € a Respiracdo
Microbiana ou Respiracdo Basal do Solo (RBS) (ALEF, 1995). A RBS caracteriza-se pela



oxidacdo da matéria organica por organismos aerdbios do solo, que utilizam o gas oxigénio
(O2) como aceptor final de elétrons, até a obtencdo de gés carbénico (CO2), podendo esse ser
determinado por titulagio ou por condutividade elétrica (DIONISIO et al., 2016). Os fatores
que interferem diretamente na RBS sdo a umidade, temperatura, aeracdo e disponibilidade do
substrato carbono-biomassa microbiana (BMS-C) (SILVA et al., 2007), todos altamente
influenciaveis pela sustentabilidade dentro dos sistemas agricolas. A respirometria, que se
enquadra no método de RBS por titulacdo, é realizada atraves da avaliacdo da biodegradacédo
de residuos organicos com base na determinacdo da quantidade de oxigénio (O2) consumido e
de didxido de carbono (CO2) produzido pela decomposi¢do da matéria organica encontrada nos
residuos (COSTA, 2009).

Dentro do contexto ligado a qualidade dos cultivos agricolas, que inclui a importancia
de uso de técnicas conservacionistas, incluindo novas moléculas ndo agressivas ao meio, surge
a possibilidade de uso do lapachol. O lapachol é um composto biologicamente ativo, que chama
a atencdo devido, por exemplo, as suas propriedades anticancerigena, anti-inflamatoria,
analgeésica, antibidtica e antifangicas (SANTOS, 2018). Pertence a classe das naftoguinonas,
podendo ser isolado de vérias espécies de plantas, principalmente do cerne de lenho do ipé-roxo
Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos (HUSSAIN et al., 2012). Considerando a
sua eficacia em inibicdo de fungos fitopatogénicos, é entdo, possivel, conceber o seu uso nas
lavouras através de tratamento de sementes ou da sua aplicacdo nos solos (por irrigacdo ou
aplicacdo direta na superficie dos solos).

Sendo funcional, o lapachol pode ser usado para combater infestacbes como a do fungo
fitopatogénico Fusarium oxysporum Sherb, que acomete lavouras agricolas causando grandes
danos (SHARMA & MARQUES, 2018). Contudo, testes sobre o efeito de novas moléculas
sobre outros organismos da comunidade edafica necessitam ser feitos, ja que podem prejudicar
outros organismos. E exemplo disto o estudo de Hoss (2022) sobre o efeito do fungicida de
amplo espectro, mancozebe (um ditiocarbamato), sobre nematdides. Neste estudo, percebeu-se
grande sensibilidade dos nematoides ao mancozebe, reforcando a importancia de avaliacéo de
riscos para novos pesticidas.

A respirometria vem sendo usada como indicadora de resisténcia da microbiota
existente, bem como, o tempo de degradacédo de materiais no solo. Por exemplo, a avaliagédo da
toxidez de herbicidas e defensivos (TIRONI et al., 2009; REGO, 2013; FARIA et al., 2014;
SIQUEIRA, 2021), a toxidez de detritos agroindustriais (DECESARO, 2016) e a viabilidade
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de uso de atenuantes de toxicidade no solo (FARIA & MARQUES, 2019) tém usado a
respirometria, demonstrando sua multifuncionalidade.

Em relacdo aos estudos que vém sendo realizados tratando o lapachol como um produto
natural com grande potencial para uso antifungico, por meio de buscas no Periédico CAPES,
absolutamente nenhum estudo foi desenvolvido com o intuito de compreender como este
composto reage no ambiente natural. N&o se sabe sobre a sua persisténcia no solo ou sobre a
sua taxa de degradacdo. Também ndo se sabe como fatores abidticos como pH, umidade,
temperatura e composi¢cdo dos solos poderiam influir sobre a sua persisténcia. Confirma-se
entdo, uma lacuna no conhecimento e a necessidade de investigagdo cientifica. Portanto, o
objetivo do presente trabalho foi utilizar a respirometria como parametro de avaliacdo das
possiveis interferéncias da adicdo do lapachol em latossolos de texturas média, argilosa e
arenosa da regido de Urutai — GO, avaliando a reacdo da atividade microbiana, bem como a

capacidade da microbiota em degradar o substrato.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo do lapachol
O cerne de H. impetiginosus foi obtido por poda de um galho da arvore localizada nas

dependéncias do Instituto Federal Goiano — Campus Urutai (Fazenda Palmital - Zona Rural de
Urutai, GO, coordenadas 17° 29' 52" S; 48° 13' 06" W, (Figura 12). Uma excicata botanica
acompanhada por informac6es de local de coleta, data, habitat e nome do coletor sera preparada
na préxima florada para envio a herbario para confirmacdo da identificacdo e classificacdo
taxondmica do espécime, bem como servir como registro permanente do espécime. O galho
obtido foi submetido a lapidacdo em esteira de corte evidenciando apenas o cerne de coloragédo

escura e posteriormente passou por triturador de madeira obtendo assim a serragem.

i : %@, /Instituto Federal de -
Nucleo de Informatica #AEducacdo; Ciéncia e

- Instituto Federal®

-

Fazenda Palmital (‘%
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Figura 12 - Localizacdo da Fazenda Palmital em Urutai, GO, onde foi coletado galho de ipé-roxo. Em 12A, uma
visdo geral do municipio e do campus. Em 12B, a posi¢do exata em que se encontra a planta utilizada para a
extracdo do cerne e obtrengdo do lapachol.

Foi adaptada a metodologia proposta por Ferreira (1996) para extrair o lapachol em
grande escala. Aproximadamente 1,5 kg de serragem foi disposta em barrilete, junto de 8 litros
de solucdo de concentracdo de 1% de carbonato de s6dio (Na2COs). Tal solucdo garantiu a
completa imersdo da serragem na solucdo. A mistura e agitacdo da solugdo com a serragem foi
realizada com auxilio de colher de madeira durante aproximadamente duas horas com intervalos
de 10 a 15 minutos. Posteriormente a solucéo foi deixada em repouso por 24 horas. Em peneira
de malha 8 foi feita a filtragem da solucéo extratora, de cor avermelhada. Tal filtragem permitiu
a retirada da serragem. Uma nova filtragdo, desta vez em filtro de nylon, foi feita para retirar as
demais sujidades. Toda a serragem obtida da filtragem foi submetida mais uma vez a solucéo
de carbonato de sodio (Na.COz) em concentracdo de 1%, passando novamente pelo processo
anterior.

Uma solugdo de acido cloridrico (HCI) 6 mol L foi lentamente adicionada ao filtrado
até a observacdo de uma coloracdo amarelada, incluindo a formac&o de precipitado. Tais fatos
caracterizam a extracdo completa. Por meio de filtracdo a vacuo, o precipitado foi recolhido e
posteriormente, seco em dessecador. Por fim, foi diluido novamente em diclorometano, filtrado,

e em temperatura ambiente foi deixado para recristalizacéo.

2.2 Coleta dos solos
A fim de avaliar o comportamento da microbiota nativa na degradacdo do lapachol,

foram coletados latossolos de trés diferentes texturas, sendo estas, representativas das
proximidades dos municipios de Ipameri e de Urutai, no estado de Goias. Assim foram usados
o0 solo de textura arenosa da Fazenda Santo Anténio localizada no Povoado da Vendinha nas
coordenadas 17° 42' 05" S, 48° 21' 25" W em Ipameri — GO; o solo de textura argilosa da
Fazenda Tereza localizada no Povoado da Vendinha nas coordenadas 17°42'00"S, 48°21'33"W
em Ipameri-GO e; 0 solo de textura méedia na area de Pivo do Instituto Federal Goiano — Campus
Urutai nas coordenadas 17°29” 53” S, 48° 13’ 08” E em Urutai — GO. As trés localidades séo

apontadas na figura 13.
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Figura 13 - Localizacao das regides de obtengdo das amostras de solo. Em A, localizacdo da Fazenda Tereza
(marcador vermelho) e da Fazenda Santo Antbnio (marcador azul). Em B, localizagdo da Area de Pivd, no IF-
GO.

A coleta foi realizada utilizando enxada em area previamente identificada. Na Fazenda
Santo Anténio foi realizada nos talhdes 13 e 14 (Figura 14). Tais talhdes tém historico de plantio
anterior de milho e soja, com indices de 25% de argila, 10% de silte e 65% de areia,
caracterizando solo arenoso e contendo 2,50% de matéria organica (dados disponiveis no
Anexo 6.1). Nesta fazenda a amostragem foi tomada em trés pontos para cada talhdo, de modo
aleatorio e com distancias de cerca de 10 metros entre eles. A profundidade de 0-20 cm foi

usada para a coleta do solo.

Figura 14 — Localizacdo dos pontos de coleta fazenda St. Antbnio.

Para &rea da fazenda Tereza a coleta foi realizada nos talhdes 29 e 30 (Figura 15), com
historico de plantio anterior de girassol e sorgo, tendo 55% de argila, 15% de silte e 30% de
areia, caracterizando solo argiloso, contendo 1,40% de matéria organica (dados em Anexo 6.2).
Com realizacdo de 3 pontos de coleta para cada talhdo, feitos de forma aleatéria com distancias
de +/- 10 metros entre eles, em profundidade de 0-20 cm, em campo sem a presenca de

serapilheira.



Figura 15 - Localizacdo dos pontos de coleta na Fazenda Tereza.

No Pivd, novamente foram obtidos trés pontos, ao acaso, para a coleta de solos. Os trés
também estiveram a 20 metros de distancia e o solo foi obtido na profundidade de 0-20 cm.
Entretanto, ndo ha histérico de plantios nos ultimos 10 anos. Ndo ha entdo, detalhamento
técnico de porcentagem de silte, argila, areia e matéria organica neste solo. Apesar disso,
diversos professores que fizeram uso da area no passado, relatam se tratar de solo com textura
media.

As coletas de cada area foram homogeneizadas, e do conjunto foram retiradas amostras
de testes. Cada amostra passou por peneiramento, foi adequadamente identificada com o seu
namero, data, local de coleta e nome de coletor. Ap6s o acondicionamento em plastico, foram

todas levadas ao laboratdrio para refrigeracéo a 24 °C para posterior realiza¢do do experimento.

2.3 Respirometria
A respirometria tem como objetivo definir padrées metabdlicos dos microrganismos.

Assim, ela é fundamentada na avaliacdo da respiracdo aerébia, por meio da quantificacdo da
liberacdo de didxido de carbono por meio de sua captura (C-CO2). O seu procedimento nas
amostras de solo foi possivel por meio da execucao das seguintes etapas, adaptadas de SILVA
(etal., 2007): avaliacdo da capacidade maxima de retencédo de &gua, analise da umidade natural
do solo, incubacdo, titulacdo e teste estatistico.

Capacidade de Retencdo de Agua (CRA)

Foram pesados 10 g de solo em copos de plastico previamente perfurados, que foram
colocados sobre placa de Petri contendo adgua destilada. Os furos permitem a entrada de 4gua e
absorcdo da mesma pelo solo. Apds a absorcdo da gua, o solo umedecido tem peso diferente,
portanto desse solo umidificado foram retiradas amostras de 10 g e colocadas em placas de Petri



previamente identificadas e levadas para secagem em estufa a 60 °C, até peso constante. Com
esse valor, foi calculada a capacidade de retencdo de 4gua em cada solo.

Umidade Natural do Solo

Foram pesadas placas de Petri identificadas, cujos pesos foram previamente registrados.
Em seguida pesados 10 g de cada solo e colocados em estufa a 60 °C para secagem pelo periodo
de 48 horas. Posteriormente o conjunto placa de Petri e solo seco foram pesados e o valor foi
registrado. A diferenca entre o peso total inicial e o final representa umidade natural de cada
solo.

Incubacéo

A montagem do sistema de analise foi iniciada adicionando 25 g de solo a 10 frascos,
adicionado em cada frasco 1,5 mL de agua destilada para solos de textura arenosa e argilosa e
2 mL para solo médio garantindo a correcdo da umidade para 70% de capacidade de retencdo
de 4gua (CRA) (Figura 16A). Destes frascos, cinco foram separados e aos demais cinco frascos
foram adicionados 0,5 g de lapachol, misturados junto ao solo com auxilio de bastdo de vidro
(Figura 16B). A quantidade de lapachol colocada foi determinada através de testes preliminares,
buscando utilizacdo minima da substancia. No sistema de analise também foram conduzidos
frascos vazios, denominados brancos, a fim de analisar a captura de CO2 do proprio sistema.

Em todos os frascos foi adicionado um béquer suspenso contendo 15 mL de solucédo
armadilha de hidréxido de s6dio (NaOH) 0,1 N e posteriormente vedados com pelicula vedante

parafilm e suas respectivas tampas (Figura 16C).

§
z

Figura 16 - Frascos experimentais montados. Em A, visdo geral do experimento, em B, adicdo do lapachol ao

solo, em C, ilustracdo do posicionamento dos béqueres.

Os frascos, previamente identificados, foram mantidos hermeticamente fechados em
camara incubadora B.O.D a 28 °C. Esse processo foi realizado para as trés texturas de solos. A

quantificacdo do carbono — dioxido de carbono (C-COz) desprendido pela atividade microbiana



foi realizada periodicamente através da titulacdo do NaOH remanescente com solucao de acido
cloridrico (HCI) 0,1 N de acordo com metodologia proposta por Alef (1995).

2.4 Andlise Estatistica

Foram utilizadas estatisticas T de Student para comparar o volume total de carbono
desprendido ao final dos experimentos com os solos. Assim, para cada solo, arenoso, argiloso
e médio, foi realizado um teste. As variadveis utilizadas foram a quantitativa dependente,
“carbono desprendido” e a categdrica binaria independente, “presenca de lapachol”. Quando o
pressuposto de homogeneidade de variancias ndo foi atendido, foi utilizada a estatistica T de
Student com as variancias calculadas em separado, capaz de prevenir problemas que podemos
ter, sob circunstancias de quebra de pressupostos para o teste.

Foram realizadas Andlises de Variancias two-way com medidas repetidas no tempo
(ANOVA 2-way) para cada um dos trés tipos de solos estudados, arenoso, argiloso e medio.
Este tipo de andlise foi necessario devido a repeticao, no tempo, de medidas de desprendimento
de carbono nas mesmas unidades amostrais. Assim, foram utilizados, para cada tipo de solo, 0s
fatores “presenga de lapachol”, com dois niveis (presente e ausente), o “tempo”, que consistiu
das 15 diferentes afericGes do carbono desprendido, além da interacdo entre os dois fatores.
Para cada resultado significativo obtido das ANOVAS, foram feitas comparacdes a posteriori
por meio de intervalos de confianca de 95% (1C95%). Tais 1C95% foram apresentados em
figuras para o valor de carbono desprendido dos solos em fungao dos fatores “presenga de
lapachol” e “tempo”, além da interacdo entre ambos. Todas as analises foram feitas
considerando o nivel de 5% de significancia, por meio do uso do software Statistica 64 v.13
(Licenca JPZ8041376009FA-9 para o orientador do estudo).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1Extracao do lapachol
O tronco do Ipé Roxo foi manuseado até que fosse observado apenas seu cerne,

resultando em 7,031 kg de serragem. O cheiro caracteristico, acentuado conforme manuseio, e
sua coloracdo preta evidente sdo as caracteristicas que identificam um bom cerne,
caracteristicas presentes na amostra coletada. A confirmagdo da espécie por caracterizacdo

especializada de exsicata serd realizada durante a proxima estacdo reprodutiva da planta.



Para a extragéo, 6,340 Kg da serragem foram colocados em barrilete de 50 L, acrescidos
de 20 L de solugdo 1% de carbonato de sodio (Na2COs) e feita mistura/agitacdo durante
aproximadamente 30’. Posteriormente deixada em repouso durante 24 horas. O carbonato de
sodio é um sal basico, capaz de desprotonar a hidroxila presente no lapachol (1) originando a

espécie idnica (2) solivel em agua e possui coloracdo avermelhada (Figura 17).
O (e}
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1
Figura 17 - Roeagéo 1 Acido base: Momento de ionizag&o do lapachol (1) em solucio de carbonato de sédio.
Ap0s a extracdo a serragem foi filtrada e em seguida, feita a adi¢cdo da solucao de HCI
6 mol L em constante agitacdo. A mudanca de coloracio foi observada passando de um
vermelho forte quase como café para um tom amarelado com formacéo de espuma. Apos
observacao de coloragcdo amarela constante, a solucéo foi deixada em repouso para decantagdo
da fase solida.
Quando a solucéo extratora é acidificada pela solucéo de HCI, a hidroxila do lapachol é
novamente protonada. O lapachol protonado é insoldvel em &gua a apresenta coloracéo

amarelada (Figura 18).
O
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Figura 18 - Reagdo 2 Acido base: Momento da protonagio e desprotonagéo do lapachol.

O sélido amarelo foi separado por filtracdo a vacuo e seco a temperatura ambiente. Em
seguida, colocado em diclorometano e filtrado para a retirada de impurezas. O diclorometano
foi evaporado & temperatura ambiente para a recristalizacdo do lapachol. Todo o processo esta

representado pela figura 19.
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B o
Figura 19 - Serragem em solucéo 1% de carbonato de sddio Na,CO;3 (A); Solugdo extratora apos 24h (B); Solugdo
acidificada HCI 6 mol L e decantagdo de fase solida (C); Evaporagdo de diclorometano e recristalizagdo do

lapachol (D); Produto final (E).

P

3.2 Respirometria

As titulages foram realizadas por 51 dias buscando valores constantes da leitura de
NaOH remanescente nos frascos e do desprendimento de C-CO». As leituras seguiram um
intervalo de 24h durante os sete primeiros dias, depois com intervalos de 48h, 96h, 168h e 216h
perfazendo os 51 dias analisados. Os valores obtidos para C-CO: nas repeticdes para cada
amostra foram calculados em médias e apresentados na Tabela 1, sendo possivel observar
valores negativos entre as médias. Também se observa que os valores ndo atingiram uma
constante, indicando que o lapachol ainda ndo havia sido consumido por completo.

A quantidade de solucdo armadilha disposta durante o ensaio foi colocada de acordo
com o valor de titulagdo obtido em dia de leitura. Sendo assim, essa quantidade teve varia¢oes
de 10 a 25 mL. No entanto, a atividade da microbiota passa por picos de consumo de COg,
fazendo com que algumas amostras no momento de titulacdo ndo apresentassem NaOH
remanescente, sendo calculado como erro. Assim surgiram alguns resultados negativos

provenientes de leituras zeradas.



Tabela 1 - Média de consumo de C-CO, em 51 dias (em mg C-CO, 25¢ s.f).
Dia de incubagéo

Tipo de solo
1 3 4 5 6 7 9 11 15 18 22 29 3F» 4 51
S. Arenoso 1,15 151 084 135 -050 025 0,79 0,88 260 095 159 -7,25 169 1,79 1,84
S. Arenoso + Lapachol 166 261 554 581 092 215 296 469 759 596 550 6,09 598 566 4,57
S. Argiloso 048 031 0,20 -0,20 -0,58 -0,10 0,13 1,68 1,21 0,65 0,37 0,22 0,68 0,76 0,39
S. Argiloso + Lapachol 0,86 261 272 1,18 -005 092 132 226 1,71 266 257 271 381 420 391
S. Médio 055 0,70 012 011 1,38 1,36 2,14 265 256 2,82 2,80 083 2,23 2,22 2,57

S. Médio + Lapachol 017 088 017 -0,09 -0,35 -0,04 0,38 1,07 117 2,03 1,71 224 495 580 7,04

Em relagdo ao consumo de C-CO:; total (Ctotal), este foi aproximadamente 3,4 vezes
superior na presenca do lapachol para o solo arenoso (T=-28,517; g.1.=8; p<0,001; Figura 20A).
J& no solo argiloso, esta diferenca foi bem maior, cerca de 4,8 vezes quando o lapachol estava
presente (Tvarsep.=-15,951; ¢.1.=4,026; p<0,001; Figura 20B). E, por fim, no solo médio, a
diferenca foi de 3,1 vezes superior, na presenca do lapachol (T=-47,508; g.1.=8; p<0,001; Figura
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Figura 20 - Carbono total (Ctotal 51) obtido para os solos estudados. Em A, solos arenosos sem (Arenoso) e com
lapachol (Arenoso +); em B, solos argilosos sem (Argiloso) e com lapachol (Argiloso +); em C, solos médios sem
(Médio) e com lapachol (Médio +). As medidas de variagdo representam o intervalo de confianca de 95% (1C95%)
e a sobreposicdo do intervalo de um tratamento sobre a média de outro tratamento, representa igualdade estatistica.

Comparando-se as leituras do consumo de carbono obtidas diariamente para solos

arenosos, observa-se superioridade quando na presenca de lapachol (F(1,8=9573,270; p<0,001).
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Também observa-se o aumento com o tempo (F(4,112)=215,980; p<0,001). Mas, detectou-se
também, efeito significativo da interacdo entre tratamentos e tempo (F(14,112) =93,480; p<0,001;
Figura 20A), o que nos leva a necessidade de interpretar a interacdo para o entendimento do
fendmeno. Para solos argilosos, os resultados consistentemente foram os mesmos obtidos para
0s arenosos. Portanto, quando adicionado lapachol a quantidade de carbono foi maior
(F,8=2052,147; p<0,001). Do mesmo modo, a quantidade de carbono aumentou com o tempo
(Fs,112=116,505; p<0,001) e houve efeito da interacdo (F(4,112=44,482; p<0,001; Figura 20B)
entre os dois fatores. Por fim, para solos médios, foi obtido novamente, 0 mesmo padrédo de
respostas. No solo com lapachol ha maior deteccdo de carbono (F(1,8=395,999; p<0,001), ha
efeito do tempo aumentando a detec¢do de carbono (F(14,112=170,111; p<0,001) e hé interacéo
significativa entre estes dois fatores (F(4,112) =108,041; p<0,001; Figura 20C).

Na figura 21A sdo apresentados os resultados de desprendimento de CO2 em mg/L para
cada dia de titulacdo, sendo observado que a diferenca de desprendimento para solos de textura
argilosa e arenosa sdo mais intensos quando comparados com solo de textura média. J& o solo
arenoso (Figura 21B), mesmo sem adicdo de lapachol, é notavel pequenas variacbes no
desprendimento de C-COz no periodo avaliado, identificando assim uma variabilidade natural
na atividade microbiana do solo. O solo de textura média (Figura 21C) apresenta uma
estabilidade e ndo apresenta alteragdes quanto ao desprendimento de CO2 quando na presenca
de lapachol, com diminui¢éo da atividade na microbiota durante os cinco primeiros dias, fator
esse favoravel para preservacdo de nutrientes para o solo. E permanecendo até o décimo
primeiro dia com baixa atividade, ainda favorecendo a biomassa presente. Sendo observado
inicio de intensificacdo das atividades apenas a partir do décimo quinto dia, e ativando uma
constante crescente dessa atividade.
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Figura 21 - Carbono aferido para solo de textura argilosa (A), solo de textura arenosa (B) e solo de textura média
(C) com a presenca de lapachol, linhas em vermelho, e sem o lapachol, linhas em azul. As medidas de variacéo
representam o intervalo de confianca de 95% (1C95%) e a sobreposicdo do intervalo de um tratamento sobre a

média de outro tratamento, representa igualdade estatistica.

4. DISCUSSAO

A importéncia da agricultura para o planeta é incontestavel, ja que permite segurancga
alimentar a sociedades e desenvolvimento de comércio (CURNOE, 2017). Indiscutivelmente a
provisdo de alimentos é sua funcdo primaria (WU et al., 2014). Dentro deste contexto, o solo
emerge como um recurso natural essencial para o funcionamento dos agroecossistemas, e sua
qualidade é um atributo fundamental para o desenvolvimento sustentavel das culturas agricolas,
e garantia de alimentos para a sociedade (SILVA, 2021).

O manejo improprio e intensivo do solo pode provocar gradativamente a sua
degradacéo, processo que em alguns casos pode ser irreversivel (WILLIAMS et al., 2020). Por
isso, hd algumas décadas, tem aumentado o interesse cientifico a respeito de efeitos da
exploracdo agricola intensiva sobre a qualidade do solo e a sustentabilidade agricola (LAL &
PIRCE,1991).

O uso da respirometria visou avaliar as interagdes do lapachol com solos de diferentes
texturas e analisar a sua persisténcia para o controle de fitopatdgenos. Tal proposito € reflexo
de uma pressdo internacional em busca por tecnologias que permitam a producao de alimentos
e a concomitante conservacgéo de recursos naturais (HENNERON et al., 2015) e os resultados
obtidos representam uma analise inicial da resposta da microbiota a presenca do lapachol.

O C-CO2 obtido das amostras é proveniente da atividade microbiana do meio. Esse valor
representa o grau de interferéncia que pode ser encontrado para cada solo na presenca do

lapachol. No experimento realizado, p6de-se notar maior obtencao de C-CO- para 0s trés solos
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estudados, quando na presenca de lapachol. Isso pode ser explicado pelo efeito priming, onde
a adicdo de residuo organico ativa a microbiota do solo, resultando em maior degradacédo de
compostos organicos, tanto o adicionado quanto o material organico ja presente no solo
(KUZYAKOV, 2010).

Também foi observado que em solo argiloso, a diferenca de C-CO> entre solos com e
sem lapachol é maior, em comparacdo com solos arenosos ou de textura média, podendo indicar
maior atividade bioldgica neste solo. De fato, De-Léon Gonzaléz et al. (2018) ilustram que 0s
padrdes de respiracdo em diversos solos sdo correspondentes aos niveis de carbono organico
total contido no solo, que por sua vez, funciona como substrato para os micro-organismos. Tal
explicacgdo se ajusta aos recorrentes maiores teores carbono organico total em solos argilosos
em funcdo da maior capacidade de retencdo de agua e nutrientes que promove condi¢cdes mais
favoraveis para o acimulo e a estabilizacdo da matéria organica (FILIP, 1973).

Contudo, com maior atividade biolégica, é entdo possivel que o lapachol serd mais
rapidamente degradado em comparacdo aos solos arenosos e de textura média. Possivelmente,
isso deve acarretar menor tempo de residéncia da substancia no solo e menos forca de acédo
inibitdria aos fitopatdgenos.

A duracdo de 51 dias de teste, com ainda lapachol por ser consumido, permite a
interpretacdo de boa persisténcia do lapachol junto aos solos estudados, apesar da evidente e
continua interacdo com a microbiota do solo. Durante a decomposicdo de compostos organicos,
0s microrganismos utilizam o C e os nutrientes liberados na decomposi¢do e aumentam a
biomassa. Porém, a biomassa microbiana, que é considerada uma fracdo viva da matéria
organica do solo, tem rapida ciclagem, ou seja, morre rapidamente, sendo decomposta por
outros microrganismos (SOUZA, 2010). Essa decomposic¢éo da biomassa microbiana morta faz
com que haja novamente ativacdo dos microrganismos viaveis do solo e os valores de CO;
liberados voltam a aumentar, mostrando um efeito aparentemente ciclico da atividade
microbiana e da ciclagem de nutrientes no solo.

Tanto para o solo arenoso como para o argiloso, observou-se um aumento inicial no
desprendimento de C-CO: no inicio do periodo de incubacéo, sendo resultado da ativacéo
inicial da microbiota do solo. Porém, durante a incubacdo consegue-se identificar uma
proximidade entre os valores desprendidos de C com e sem o lapachol a partir do sexto dia,
resultando numa estabilizacdo mais rapida do solo quando da adi¢éo de substancias organicas.

Contudo, ap6s o nono dia de incubacdo em solo arenoso e 0 22° dia em solo argiloso, pode-se
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observar novo expressivo aumento no desprendimento de C-CO2 no solo com adigdo do
lapachol. Isso pode ser decorrente da ciclagem de carbono da biomassa microbiana do solo.

No solo de textura média, observa-se uma estabilidade, sem grandes altera¢fes quanto
ao desprendimento de CO2 na presenca de lapachol. Foi ainda observado uma diminuicéo da
atividade na microbiota até o sexto dia de incubacdo, fator favordvel para preservacdo do
lapachol. A partir do 11° dia de incubacéo, iniciou-se uma crescente na atividade bioldgica. Tal
comportamento, se recorrente, faz deste o solo 0 mais propicio a aplicagcdo do lapachol, ja que
sua maior estabilidade deve conferir mais interferéncia negativa na atividade de
fitopatogénicos.

E estimado que a inseguranca alimentar no planeta, entre 2019 e 2022 aumentou em
mais 122 milhGes de pessoas no planeta e, especificamente o Brasil sdo cerca de 70 milhdes
nesta condicdo (FAO et al., 2023). Mesmo assim, a agricultura ainda enfrenta desafios de
grandes proporcdes, como as mudancas climaticas e as pestes agricolas (MALEK et al., 2018;
MENEGAT et al., 2022; SKEND"ZI'C et al., 2021) e busca por tecnologias que permitam a
preservacdo de recursos (JAT et al., 2020). Dentro deste contexto situa-se o foco que este estudo
teve e deste contexto retira-se 0 mérito obtido por revelar pela primeira vez observacoes sobre
0 comportamento de micro-organismos sobre o lapachol e expectativas de sua decomposi¢édo
em trés diferentes solos.

Apesar disso, emergem novas demandas de pesquisa. Por exemplo, quantos dias a
substancia se mantera intacta em solo? Como o pH, umidade e temperatura interagirdo com a
disponibilidade de lapachol? Testes in vitro e in vivo obterdo respostas similares? O uso do
lapachol incorporado ou aplicado na superficie dos solos afetara a sua decomposi¢do? Futuros
estudos que busquem responder a tais perguntas e a outras, estardo fatalmente colaborando néo
somente para a producdo de alimentos, mas também, para a preservacao de biodidversidade ja
gue o uso desta molécula poderd auxiliar no controle de fitopatdgenos, aumentando a
produtividade, reduzindo a pressdo agricola sobre novas areas e ainda, auxiliando na
manutencdo da biodiversidade pela evitagdo da fragmentacdo ambiental mas tambeém, por

utilizar mais uma técnica conservacionista na producéo de alimentos.



5. CONCLUSAO

Nos trés solos, de textura arenosa, argilosa e média, a captura de C-CO- foi maior na
presenca do lapachol. Na presenca de lapachol, o incremento de C-CO; foi maior no solo
argiloso, chegando a 480% de incremento. Nos trés solos a quantidade de C-CO> incrementou
com o tempo. Para os trés solos, a degradacgéo de lapachol é lenta e ndo alcangou o pico em 51
dias.

A menor quantidade de C-CO. em solo arenoso, sugere este ambiente como 0 mais
promissor para uso e expressdo da atividade de lapachol sobre micro-organismos
fitopatogénicos.
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