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INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL E GERMINACAO DE
Colletotrichum gloeosporioides NA SERINGUEIRA PELO OLEO DE NEEM
(Azadirachta indica)
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RESUMO: 0 6leo extraido da arvore Nim (Azadirachta indica) tem sido usado recentemente como inseticida,
fungicida e adubo organico. O trabalho avaliou o efeito fungitoxico do 6leo de Neem (Neem ISLA), na inibicédo
do crescimento micelial e germinagdo de conidios in vitro de Colletotrichum gloeosporioides, como forma
alternativa de controle da antracnose em seringueira. Os tratamentos testados foram: 0, 10, 50, 100 e 200ug/ml de
ingrediente ativo Azadiractinia. Os isolados foram obtidos da variedade RRIM 600 da Fazenda Santa Clara, SP.
Para avaliar a sensibilidade micelial incorporou-se o 6leo de Neem ao meio de cultura BDA de acordo com as
concentragdes, mais um disco de 4 mm de micélio ativo do fungo por placas de Petri (25°C, 12/12h por 7 dias).
Avaliou-se o crescimento micelial em 4 sentidos perpendiculares. Usou-se suspensdo de 5x10° conidio em agua
destilada + 6leo, para avaliar a inibi¢do da germinagdo conidial. As amostras avaliadas tinham 15ul de suspenséo
oleosa + 15ul de suspensdo de conidios, colocadas em ldminas escavadas e incubadas a 20°C sob luz continua
durante 12 horas. Foi determinada a germinacdo de 100 conidios para cada repeticdo. O melhor resultado obtido
foi na concentragdo de 200ug, com 60% para inibi¢ao micelial e 53,8% de inibigdo da germinacdo.

Palavras-chave: Antracnose. Seringueira. Controle biol6gico. Nim.

SUMMARY': The oil extracted from Azadirachta indica has been recently used as insecticide, fungicide and
fertilizer. This study was evaluate the antifungal effect of Neem Oil ISLA in mycelial growth and conidial
germination inhibition, in vitro, using Colletotrichum gloeosporioides, as an alternative to control anthracnose in
rubber. Five treatments were used: 0, 10, 50, 100 and 200ug/ml of Neem Oil. The isolates were obtained from
the RIIM 600 variety, from Santa Clara, SP. To evaluate the mycelial sensitivity, it was joined the oil to the
medium culture according to the concentrations. Active mycelium disks (4mm) of Colletotrichum were placed in
Petri dishes (25 ° C, 12/12 h for 7 days). The mycelial growth was evaluated in 4 perpendicular directions. It was
used a conidia suspension with 5x10* spore in distilled water + oil. The samples had 15ul of oil solution + 15l
of spore suspension, placed in excavated plates, incubated at 20 ° C under continuous light for 12 hours. The
germination of 100 conidia for each repetition was determined. The best result was using the concentration of
200mg, with 60% of mycelial inhibition and 53.8% of germination inhibition.

Keywords: Anthracnose. Rubber. Biological control. Nim.

INTRODUCAO

A arvore de Nim (Azadirachta indica) é originaria da India pertencente a familia
meliaceae, é usada ha séculos no oriente como planta medicinal, e mais recentemente,
como inseticida, fungicida e adubo organico. A arvore tem porte de 15 a 20 metros de
altura. No Brasil, alguns produtores ja descobriram o potencial dessa arvore que fornece
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matéria prima para a fabricacdo de diversos produtos, sejam medicinais, cosméticos ou de
aplicacdo agropecuaria. Os principais ingredientes ativos do 6leo de Neem pertencem a
uma classe de produtos naturais conhecidos como limondides (ISLA, 2010)

Seus principais elementos quimicos sdo uma mistura de 3ou 4 compostos correlatos,
que podem ser modificados em mais de 20 outros menores, porém ndo menos ativos. No
geral, esses compostos pertence a classe dos produtos naturais conhecidos por triterpenos,
mais especificamente limondides. De fato, pelo menos 9 limondides de Nim tém
demonstrado habilidade em bloquear o desenvolvimento de pragas agricolas. Dentre esses,
o limondide ou tetranortriterpendide azadiractina € o mais estudado e mais potente.
Estudos tém indicado quelimondides presentes na planta e possuem diversos mecanismos e
sitios de agdo, causando efeito anti alimentar (MARTINEZ, 2002).

O extrato de Nim causa efeito repelente de postura de ovos, efeito regulador do
crescimento, interferéncia nas funcBes bioquimicas e fisioldgicas, efeitos sobre a
reproducédo, e em certos casos, a morte. Outros estudos demonstraram uma acéo direta,
inibindo a motilidade por meio de efeitos citotéxicos e promovendo inibi¢do da sintese de
quitina.( MOSSINI; KEMMELMEIER, 2004).

Testes envolvendo o uso de extratos de folhas em cultura liquida mostraram
inibicdo do crescimento vegetativo de Fusarium oxysporum f. sp. ciceri, Rhizoctonia
solani, Sclerotium rolfsii, e Sclerotinia sclerotiorum, e tém confirmado a atividade
antifingica dos extrato de Nim com efeitos fungitéxicos in vitro e efeito fungistatico com a
paralisacdo do crescimento micelial sobre fungos fitopatogénicos, dentre eles Aspergillus
flavus, Diaporthe phascolorum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium
verticillioides e Sclerotinia sclerotiorum. Ja a aplicacdes de suspensdo aquosa de extratos
de Nim, por meio de pulverizacdo foliar, sobre tomate e pimenta, em casa de vegetacao e
no campo, ndo sé reduziram a incidéncia de doenca como também aumentaram o
rendimento, produzindo frutos mais saudaveis sem causar efeitos fitotoxicos. (MOSSINI;
KEMMELMEIER, 2004).

Técnicas como o emprego de extratos vegetais, aminoacidos, microorganismos e,
agora 6leos essenciais, enquadram em estratégias de controle biolégico de patégenos de
planta segundo Bastos et al. (2004).

O género Hevea pertencente a familia Euphorbiaceae. Todas as espécies sdo
lenhosas, arbdreas, em geral arvores medianas e até grandes; alguns exemplares podem
atingir até 50 m de altura na floresta alta (GASPAROTTO et al., 1997) .

No Brasil, a seringueira é cultivada da Regido Norte até o norte do Estado do
todos os Estados das Regides Sudeste e Centro-Oeste. No Nordeste, além da Bahia,
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existem cultivos em exploracdo no estado de Pernambuco. (GASPAROTTO et al.; 1997)
Na América Latina, entre os diversos fatores que afetam o desenvolvimento e a producgéo
da seringueira (Hevea spp.) as doencas ocupam lugar de destaque. O primeiro surto de
antracnose em seringueira no Estado de S&o Paulo foi relatado em 1987, no municipio de
Porto Feliz, causada por Colletotrichum gloeosporioides, provocando mancha e queda de
folhas, morte de inflorescéncia e seca de ponteiros. Em junho de 1988, no municipio de
Tupd, constatou-se pela primeira vez no Brasil o patégeno no painel de sangria,
provocando lesbes e exudacdo de latex, comprovando que outras partes da planta estdo
sujeitas ao ataque do fungo (SILVEIRA et al., 1989).

Em levantamentos efetuados, com a verificacdo de sintomas e a presenca do
patégeno, verificou-se que o patdgeno estd amplamente disseminado e que tem uma
importancia muito grande para a cultura, pelos danos causados (GASPAROTTO et al.,
1990)

Silveira et al. (1989) atentam para ndo se iniciar a sangria nos meses de baixa
temperatura (abril — setembro), nem se processar a mesma em plantios consorciados com
cafezais, devido &s condi¢bes microclimaticas serem propicias ao desenvolvimento da
doenca. O controle adotado até hoje sdo os convencionais com a utilizacdo de fungicidas a
base de Chorothalonil + tiofanato metilico, numa dose de 2,5g/L do principio ativo,
aplicado semanalmente, em pulverizacdo ou em pincelamento em toda a superficie do
painel (FURTADO et al., 1991)

O presente trabalho teve como objetivo verificar, in vitro, o efeito fungitoxico do
6leo de Azadirachta indica sobre C. gloeosporioides, como alternativa de controle da

antracnose em plantas de seringueira.
MATERIAL E METODOS

O efeito de diferentes concentracdes (0, 10, 50, 100, 200ng/ml) de 6leo de Neem
(Neem ISLA) no controle de Colletotrichum gloeosporioides foi analisado por meio de
testes in vitro, realizados no laboratério de Fitopatologia da Faculdade Dr. Francisco
Maeda, em Ituverava, SP, no periodo de 04/07/2009 a 08/08/2009. Os isolados foram
obtidos de folhas com sintomas, de seringueira da variedade RRIM 600 adquiridos na
propriedade Fazenda Santa Clara, Capivari da Mata, distrito de Ituverava - SP. As folhas
foram transportadas para o laboratério de fitopatologia, e mantidos em camara Umida por
48h até a esporulacdo do patdégeno. Em seguida foi feito o isolamento direto em meio BDA

(Batata, Dextrose e Agar) para obtencio de cultura pura; um disco da cultura foi colocado
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em meio aveia + 4gar e mantidos a 20°C com fotoperiodo de 12h luz e 12h escuro, a fim de

favorecer a esporulacéo.

Bioensaio para avaliar a sensibilidade micelial de C. gloeosporioides ao 6leo de Neem
(Neem ISLA)

O bioensaio foi realizado incorporando-se o 6leo de Neem ao meio de cultura BDA
fundente (45°C-50°C) previamente autoclavado, de acordo com as concentracdes 0, 10, 50,
100, 200pg/ml. Em seguida, foram vertidos em placas de Petri de 9 cm de didmetro. Apds
solidificacdo do meio, discos de micélio ativo (retirados do meio de cultura com no
méaximo 7 dias) de Colletotrichum, com 4 mm de didmetro, foram colocados no centro das
placas de Petri. As placas foram incubadas em BOD (Batata, Dextrose e Agar) a 25°C com
fotoperiodo de 12horas durante 7 dias. O delineamento experimental utilizado foi o
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), com 5 tratamentos com 5 repetigcOes.
Avaliou-se os resultados medindo-se o crescimento do didmetro medio micelial em 4
sentidos perpendiculares, usando uma régua graduada em milimetros (mm), apos 7 dias
incubacdo. Os dados foram submetidos & analise estatistica por meio do software Estat* e

realizada anélise de regressao.

Bioensaio para avaliar a sensibilidade de germinacdo de conidios de C. gloeosporioides
ao 6leo de Neem

O ¢leo foi emulsionado em &agua destilada, obtendo-se as concentrac@es de 0, 10,
50, 100, 200pg/ml. Foi feita uma suspensdo de conidios na concentracdo de 5x10%
coletados de cultura em meio de aveia com 7 dias. Aliquotas de 15ul contendo as
concentracdes indicadas de 6leo foram colocadas em laminas de vidro escavadas, com
cinco repetigdes, sendo a seguir colocado mais 15ul de suspensdo de conidios na
concentracdo de 5x10%, Ap6s 12hrs de incubacdo a 20°C sob luz continua em BOD, foi
determinada a germinacdo dos conidios, contando 100 conidios em cada repeticdo em
microscopio optico, no aumento de 400x. Foram considerados como conidios germinados

aqueles que apresentaram no minimo tubo germinativo com o dobro do seu tamanho.
RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que ha efeito do 6leo essencial na
inibicdo do crescimento micelial e na germinacdo de conidios de C. gloeosporioides

* ESTAT. Sistema para analise estatistica. Departamento de exatas. FCAV/UNESP. Jaboticabal-SP.
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m (Tabela 1).

A inibicdo do micélio e da germinacdo ocorreu a partir da concentragdo de 10pg.
Analisando-se inicialmente a inibicdo micelial, pode-se observar que as concentracfes de
100 e 200ug obtiveram os melhores resultados com inibigdo de 58 e 61% mas ndo 100%
apos 7dias de incubacdo. Em relacdo a inibicdo da germinacdo, a dose de 200ug
apresentou a maior inibicdo, de 54%, contudo ndo diferiu significativamente da
concentracdo de 50ug, com 44%, mas diferiu da concentracdo de 100ug com inibigdo da
germinacdo em 31%, sendo que ap6s 12h havia germinacdo dos conidio para todas as
concentragdes e assim comprovando-se, portanto, que ndo houve efeito fungicida do 6leo
de Neem, apenas o efeito fungistatico e induzindo o fungo apenas na concentracdo de 200
ug a formar apresorio.

Bastos e Albuquerque (2004), testando o Gleo essencial de pimenta-de-macaco
(Piper aduncum) sobre os conidios de C. musae, observaram 100% de inibicdo da
germinacdo Medice et al. (2007), observaram que os Oleos essenciais de eucalipto
(Corymbia citriodora), citronela (Cymbopogon nardus), nim (Azadirachta indica) e
tomilho (Thymus vulgaris) nas concentrages 1%, 0,5%, 1,0% e 0,3% respectivamente,
inibiram em 100% a germinacdo dos uredinésporos de Phakospsora pachyrhizi, agente
causal da ferrugem da soja, em meio agua-agar.

No trabalho realizado por Pereira (2006), onde foi avaliado o efeito de diferentes
doses do 6leo essencial de tomilho na germinacdo de Cercospora coffeicola, causador da
cercosporiose do café, e os autores observaram que o Oleo essencial apresentou
efeito toxico aos conidios, nas concentragdes de 500, 1000 e 2000ppm, com reduc¢do na
germinacao de 27%, 30% e 45%, respectivamente.

Tabela 1. Inibigdo in vitro do crescimento micelial e da germinagdo de conidios de
Colletotrichum gloeosporioides, usando 6leo essencial de Neem.

Concentragao Inibigdo do Inibicdo da
6leo (ug/ml) crescimento micelial (%0) germinacao (%)
0 0 0
10 10 a 2la

50 47 b 44 e
100 58¢ 3lab
200 6lc 54c

Média 6,32 66,2
Ccv 4,96 14,78
EPM 0,14 43

T Médias seguidas por letras distintas na vertical diferem entre si pelo teste de Tukey 5%
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Na Figura 1 estéa apresentado o comportamento do crescimento micelial pela analise
regressdo, demonstrando uma tendéncia de aumento da inibicdo correspondente ao
aumento da dose. Na Figura 2, observa-se a 0 crescimento micelial da testemunha

(Opg/mL) em comparagdo ao crescimento do fungo na concentragao de 200ug.
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Figura 1. Andlise de regressdo do efeito do 6leo de Neem sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides nas concentragdes de 0, 10, 50, 100, 200ug/ml

Vivas et al. (2006) constataram que o efeito do Oleo essencial de capim-santo
promoveu inibicdo em 100% do crescimento micelial do fungo Colletotrichum
acuntatum, nas concentracdes superiores a 100pL/mL.

Pereira et al. (2007), testando diferentes concentracdes de 6leo essencial de C.
citratus e E. citriodora sobre os fungos C. musae e C. gloeosporioides, causadores da
podriddo da banana, e encontraram inibicdo em 100% do crescimento micelial do C.
gloeosporioides na concentragdao de 1000uL/L a 1500uL/L ¢ do C. musae na concentragéo
de 1500pL/L. Na concentragdo de 1500uL/L o o6leo essencial de E. citriodora
proporcionou inibicdo de 61% do C. gloeosporioides e 84% do C. musae.

Para o 6leo de Neem a 200ug/mL houve inibicdo micelial sobre Colletotrichum
gloeosporioides de 61% comparado com a concentragdo de Opg/mL (testemunha), é 0 que
mostra na (Tabela 1 e Figura 2). Sendo assim obtendo o mesmo resultado de Pereira et al.

(2007) com 6leo essencial de E. citriodora
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Figura 2. Crescimento micelial de C. gloeosporioides em meio BDA. Letra (A) 0 de
concentracdo e (B) concentragdo de 200ug/ml de 6leo de Neem.

Na figura 3 mostra a inibicdo da germinacdo dos conidios de C. gloeosporioides de
acordo com a concentragdo. Possivelmente o 6leo de Neem, na concentracdo de 200ug/ml,
pode vir a ser usado como alternativa no controle da antracnose como controle biolégico

integrado as técnicas convencionais da cultura.

Figura 3. Imagem ao microscépio éptico em aumento de 400X de conidio de C.
gloeosporioides em germinacdo pelo efeito do 6leo de Neem.(A) 0 de concentracdo com
tubo germinativo, (B) concentracdo de 50 pg/ml, (C) concentracdo de 100 pug/ ml e (D)
concentracdo de 200ug/ml com formacédo do apressorio.

Uma perspectiva para aplicacdo dos resultados deste trabalho esta na elaboracdo de
produtos fitossanitarios naturais para o sistema organico de producdo agropecuéria.
O Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (Brasil, 1999) define os produtos

organicos como todos aqueles produtos em que se adotam tecnologias que aperfeicoem o
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uso de recursos naturais e s6cio-econdmicos, respeitando a integridade cultural e tendo
por objetivo a auto-sustentacdo no tempo e no espago, a maximizacdo dos

beneficios sociais e a minimizacdo da dependéncia de energias ndo renovaveis.

CONCLUSAO

Pelo exposto evidencia-se que, mesmo ndo obtendo um resultado de inibicdo 100%,
0 6leo de Neem apresentou um resultado significativo. Assim, devido a eficiéncia de
controle do fungo com o uso de dleos essenciais, mais trabalhos adicionais seréo
necessarios para avaliar novas concentracfes dos 6leos sobre o crescimento miceliano e
germinacdo dos conidios de C. gloeosporioides a partir de 200ug/ml para estabelecer
concentracgdes inibitorias seguras e podendo testar a sua eficacia no controle da antracnose
em condicGes de campo. Os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que o 6leo de
Neem, além de ser um produto biolégico natural, apresenta potencial de controle in vitro

significativo.
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