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Comparagdo da atividade antifungica do dleo comercial e do extrato
etandlico das folhas de nim (Azadirachta indica Juss) frente a fungos
fitopatogénicos

Fungicidas sdo responsaveis por contaminagdes ambientais, sendo também prejudiciais a saide humana. Os maleficios causados por esses produtos sintéticos tém levado a busca por
métodos de controle alternativo, como substancias oriundas de extratos e 6leos vegetais. Inimeras pesquisas cientificas ja constataram o potencial antifungico do 6leo e de extratos de nim
(Azadirachta indica Juss), sendo que o dleo se tornou um produto comercializado por inimeras marcas, indicado para pulverizagdes na agricultura. Nesse contexto, este trabalho objetivou
comparar a atividade antiflingica do 6leo comercial e do extrato etandlico obtido das folhas frescas de nim frente a fungos fitopatogénicos. Para isso, avaliou-se a Concentragdo Minima
Inibitdria (CMI) e a Concentragdo Fungicida Minima (CFM) de ambos os produtos frente a Fusarium oxysporum, Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum e Aspergillus parasiticus

minima de 250pug.mL-1, sobre F. oxysporum na concentragdo minima de 250pg.mL-1 (6leo) e 500pg.mL-1 (extrato) e ambos frente a S. sclerotiorum e A. parasiticus na concentragdo minima
de 1000pg.mL-1. Entretanto, somente o extrato etandlico de nim apresentou atividade fungicida frente a F. oxysporum e M. phaseolina na concentragdo minima de 500ug.mL-1 e de
1000ug.mL-1, respectivamente. Sendo assim, o extrato etandlico das folhas frescas de nim apresentou ser um potencial substituto ao éleo comercial de nim, o que o torna vantajoso por
poder ser obtido facilmente em propriedades rurais, sem a necessidade do uso de equipamentos sofisticados e a um custo reduzido, atuando no controle alternativo de fungos
fitopatogénicos.

Palavras-chave: Controle alternativo; Produtos naturais; Microrganismos.

Comparison of antifungal activity of commercial oil and ethanolic
extract of neem (Azadirachta indica Juss) leaves against
phytopathogenic fungi

Fungicides are responsible for environmental contamination and are also harmful to human health. The harm caused by these synthetic products has led to the search for alternative control
methods, such as substances derived from plant extracts and oils. Numerous scientific research has already found the antifungal potential of oil and neem extracts (Azadirachta indica Juss),
and the oil has become a product marketed by numerous brands, suitable for spraying in agriculture. In this context, this study aimed to compare the antifungal activity of commercial oil and
ethanol extract obtained from fresh neem leaves against phytopathogenic fungi. For this, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Fungicide Concentration (CFM) of
both products against Fusarium oxysporum, Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum and Aspergillus parasiticus at 1000 to 15,625ug.mL-1 were evaluated. Both the oil and the
ethanol extract of neem showed antifungal activity, being inhibitory against M. phaseolina at a minimum concentration of 250pg.mL-1, and F. oxysporum at a minimum concentration of
250pg.mL-1 (oil) and 500pg. mL-1 (extract) and both against S. sclerotiorum and A. parasiticus at a minimum concentration of 1000ug.mL-1. However, only the ethanolic extract of neem
showed fungicidal activity against F. oxysporum and M. phaseolina at a minimum concentration of 500ug.mL-1 and 1000pug.mL-1, respectively. Thus, the ethanolic extract of fresh neem
leaves has been shown to be a potential substitute for commercial neem oil, which makes it advantageous because it can be obtained easily on farms without the need for sophisticated
equipment and at a reduced cost, acting in the alternative control of phytopathogenic fungi.
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Comparagéo da atividade antifiingica do éleo comercial e do extrato etandlico das folhas de nim (Azadirachta indica Juss) frente a fungos
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KASPER, A. A. M.; SOUSA, S. F.; SOUSA JUNIOR, J. J. V.; ESCHER, S. K. S.; BARATA, L. E. S.

INTRODUGCAO

As doencas fungicas sdo responsaveis por perdas significativas na producdo agricola. A demanda
crescente de alimentos traz a necessidade de controle dessas doencas, atualmente realizado com tratamento
convencional, utilizando agrotéxicos. Embora esses produtos contribuam de maneira significativa para
reducbes nas perdas agricolas, o uso indiscriminado e ininterrupto desses agroquimicos tem levado a
contaminagcdes ambientais, surgimento de patdgenos resistentes, e eliminacdo de agentes de controle
bioldgico natural (SOYLU et al., 2010).

Além disso, a crescente preocupacao da populagdo em consumir alimentos sauddveis e a preservagao
do meio ambiente, tem tornado o uso de agentes quimicos uma pratica questiondvel. A producdo de
alimentos com uma minima degradacdo dos recursos naturais é uma exigéncia da sociedade, e nesse
contexto, destacam-se os alimentos portadores de selos que certificam a ndo utilizacdo de agrotdxicos no
processo produtivo (SILVA et al., 2010).

A utilizacdo de produtos naturais, como agentes de controle alternativo de fungos fitopatogénicos,
tem sido amplamente avaliada nos Ultimos anos. InUmeros autores ja constataram que os produtos naturais,
como extratos e 6leos essenciais contém metabdlitos secundarios que demonstram atividade potencial no
manejo de doencgas de plantas (TRIANA et al., 2009; ABDOLAHI et al., 2010; SILVA et al., 2010; DAN et al.,
2010; GARCIA et al., 2012; HILLEN et al., 2012).

Os metabdlitos secundarios sdo fundamentais a sobrevivéncia dos organismos que os produzem. A
diversidade estrutural desses compostos faz com que sejam de grande interesse para a espécie humana,
sendo utilizados na pesquisa e desenvolvimento de farmacos, produtos alimenticios, cosméticos e
agroquimicos. Além das propriedades bioldgicas, os produtos naturais sdao biodegraddveis, ocasionando
menos danos ao meio ambiente (CELOTO et al., 2008; MISHRA et al., 2011; OOTANI et al., 2011).

O nim, Azadirachta indica Juss, arvore da familia Meliaceae que alcanga de 10 a 15 metros de altura,
é uma planta origindria da India, apresenta crescimento rapido, produz madeira avermelhada e resistente a
herbivoria. O nim foi introduzido em 1984 no Brasil, estando atualmente presente em todas as regies do
pais, adaptando-se bem principalmente ao clima das regiGes Norte, Nordeste e Centro-Oeste (MARTINEZ,
2002; GUMIERO, 2008).

O nim adapta-se bem a solos com baixa fertilidade, como solos com pH acido, com baixos teores de
nutrientes, pobres em matéria organica e altos teores de aluminio. Suporta longos periodos de estiagem e
altas temperaturas, mas ndo tolera temperaturas baixas. Quando adultas, as arvores de nim fornecem
madeira resistente, caracteristica essa que existe por ndo sofrer ataques de cupins. Sdo também indicadas
para recuperacdo de areas degradadas e reflorestamento, e podem atuar como barreiras naturais no
controle de pragas para outras culturas agricolas. Além disso, o nim tem alta taxa de fotossintese, liberando
mais oxigénio para a atmosfera quando comparado a outras espécies (FORIM, 2006; GIRISH et al., 2008;

VILELA, 2008; NEVES et al., 2008, SILVA et al., 2013).
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A espécie tem sido alvo de inimeros estudos cientificos nas ultimas décadas devido as substancias
bioativas presentes em suas folhas, frutos e sementes, que apresentam baixa toxicidade aos vertebrados;
sdo seletivas, ndo mutagénicas, biodegradaveis e causam pouco impacto ao meio ambiente. Por isso, 0 nim
tem se tornado matéria-prima para produtos de inimeros setores, como inseticidas, farmacos e cosméticos,
incentivando o cultivo da espécie (MARTINEZ, 2002; FORIM, 2006).

Ha mais de 4000 anos, todas as partes do nim sdo utilizadas na medicina tradicional e Ayurvédica
(HASHMAT et al., 2012). A atividade anticancer de extratos metandlicos das folhas das plantas tem sido
avaliada em pesquisas recentes (SCHUMACHER et al., 2011). A acdo espermicida do nim foi comprovada
cientificamente, e um produto a base da espécie foi desenvolvido e é amplamente comercializado para esse
fim na India (SINHA et al., 1985). Geduina e azadirone, isoladas dos frutos da espécie, apresentaram atividade
antimaldrica, confirmando a indicagdo popular do nim na cura dessa enfermidade (VILELA, 2008; CHIANISE
et al,, 2010).

Os principais metabdlitos secundarios presentes no nim pertencem a classe dos isoprenoides, sendo
diterpenos e triterpenos (mais especificamente, limonoides). O dleo de nim também é rico em acidos graxos.
Ja foram isolados mais de 135 diterpenos e triterpenos, sendo a azadiractina isolada das folhas, frutos e
sementes da espécie, composto considerado de maior importancia. A tal substancia é atribuida a acdo
inseticida do dleo e extratos, em sinergismo com outros triterpenoides, geduinas, nimbinm e limonoides.
Embora a azadiractina seja ativa frente a amplo espectro de insetos, ndao afeta seus hospedeiros nem seus
predadores naturais (NEVES et al., 2005; RIBEIRO et al., 2008; BENICIO et al., 2010; BRASIL, 2010; MACIEL et
al., 2010).

A atividade antifingica de produtos naturais obtidos de nim frente a fungos fitopatogénicos ja foi
relatada por diversos autores (MEDICE et al., 2007; CARNEIRO et al., 2007; MELLO et al., 2005; SINDHAN et
al., 1999; CARNEIRO et al., 2008). Devido a essa atividade, o éleo de nim tornou-se um produto comercial,
sendo indicado na agricultura para pulverizagdes em geral, entretanto o preco do produto pode restringir
seu uso. Nesse sentido, extrato etandlico obtido de folhas frescas de nim pode representar uma alternativa
vidvel, j4 que o mesmo pode ser preparado em propriedades rurais, sem a necessidade do uso de
equipamentos sofisticados e a um custo reduzido, atuando no controle alternativo de fungos fitopatogénicos.

Sendo assim, esse trabalho foi desenvolvido com o objetivo de comparar a atividade antifungica do
6leo comercial de nim e do extrato etandlico obtido das folhas frescas de nim frente a Aspergillus parasiticus,
Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina e Fusarium oxysporum, fungos responsaveis por grandes

perdas agricolas.

METODOLOGIA

O 6leo de nim foi obtido no comércio local de Santarém (PA), com o nome ‘Oleo de Neem’. A
embalagem contendo 1L do produto continha no rétulo as seguintes informacgbes: ‘produto natural,
recomendado para pulverizagdes na agricultura em geral, principio ativo: azadiractina, aplicar em

temperatura amena, ndo misturar com produtos alcalinos, manter o produto em local arejado, seco e fora
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da luz solar, deixar fora do alcance de criangas e animais domésticos. Validade do produto: novembro de
2018’.

Para a obtencdo do extrato etandlico de folhas frescas de nim, as folhas foram coletadas na
Universidade Federal do Oeste do Pard — UFOPA, Unidade Tapajés. As folhas foram higienizadas em agua
corrente e extraidas em duplicata com etanol 96GL em banho-maria a 60°C por 8h. Os extratos foram
concentrados em evaporador rotativo a pressdo reduzida (TAUBE JUNIOR et al., 2014).

O controle positivo foi realizado com o fungicida sintético Azimut®, utilizado para o controle de
doencgas flungicas de inimeras culturas, dentre elas arroz, feijao, milho, soja, trigo, banana, meldo e tomate.
Os microrganismos fungicos utilizados no ensaio foram Aspergillus parasiticus, Fusarium oxysporum,
Sclerotinia sclerotiorum e Macrophomina phaseolina. Os fungos foram obtidos do acervo do Laboratério de
Microbiologia, da Universidade Federal do Oeste do Pard - UFOPA e do Laboratério de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. Para avaliar a atividade antifungica, foi determinada a
Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) a partir da microdiluicdo, utilizando-se de microplacas estéreis de 96
pogos onde foi posto 100 uL em cada pogo do meio Batata-Dextrose (BD).

As suspensoes foram ajustadas na escala 0,5 MacFarland, com caldo BD estéril a 0,9% em
espectrofotdmetro, a densidade 6tica de 0,284 e comprimento de onda 530nm, equivalente a 10*
esporos/mL. Os tratamentos foram avaliados em quadruplicata. Nas primeiras quatro colunas foi avaliada a
atividade antiflingica do 6leo de nim, nas quatro colunas centrais a atividade do extrato etandlico de nim e
nas ultimas quatro colunas a atividade do fungicida Azimut®. Apds a inser¢3o dos tratamentos na primeira
linha da microplaca, o contetido dos pocos foi homogeneizado com o meio de cultura e transferido para os
orificios da segunda linha, repetindo-se o processo até a penultima linha, sendo os 100yl finais desprezados.
As concentracBes avaliadas foram de 1000 a 15,625ug.mL™.

Em cada pogo foi adicionado 10uL da suspensdo fungica. Na ultima linha das placas avaliou-se a
esterilidade do meio de cultura, o controle positivo utilizando o antifingico Azimut® a 0,1% e a viabilidade
dos patdgenos, as placas foram seladas com filme plastico. As placas foram incubadas em estufa a 25°C por
96h. Apds este periodo de incubacgdo, foram adicionados 10uL de solucdo a 0,1% de revelador quimico
Resazurina®sendo as placas reincubadas por 2h. A CMI foi definida como a menor concentra¢do da amostra
capaz de impedir o crescimento fungico, através da observacdo da coloracdo azulada conferida ao meio pelo
revelador quimico, quando as células apresentam atividade respiratdria apds a revelagdo ocorre uma reagao
de oxirredugdo, na qual a resazurina é convertida a resorufina, caracteristica por sua coloragdo rosada
(COSTA, 2002).

O conteldo dos pogos que permaneceram com coloragdo azul foi semeado em placas de Petri
contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar). As placas foram reincubadas em estufa a 25°C por 96h. Apds o
tempo de incubagdo a verificacdo da auséncia de crescimento fungico nas placas revela a menor
concentracdo de 6leo ou extrato necessdria para que a amostra seja considerada fungicida (Concentragao

Fungicida Minima — CFM) (COSTA, 2002).
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RESULTADOS

Na tabela 1, est3o descritas as Concentracdes Minimas Inibitérias (CMI), expressas em pg.mL?, do
6leo comercial e do extrato etandlico das folhas frescas de nim, frente aos fitopatégenos teste. Foi
constatada menor concentracdo inibitdria correspondente a 250ug.mL? do extrato etanélico de nim no
controle de Macrophomina phaseolina. O 6leo comercial de nim também foi efetivo nessa concentracio

frente ao mesmo patdgeno e a Fusarium oxysporum.

Tabela 1: Concentra¢do Minima Inibitéria (CMI) em pg.mL* do 6leo comercial de nim e do extrato etandlico das folhas
frescas de nim (Azadirachta indica Juss) frente Aspergillus parasiticus, Fusarium oxysporum, Macrophomina
phaseolina e Sclerotinia sclerotiorum.

CMI (pg.mL1)
Microrganismo Oleo comercial de nim Extrato etandlico de nim
Macrophomina phaseolina 250 250
Fusarium oxysporum 250 500
Sclerotinia sclerotiorum 1000 1000
Aspergillus parasiticus 1000 1000

Na tabela 2, est3o descritas as Concentracdes Fungicidas Minimas (CFM), expressas em pg.mL?, do
6leo comercial e do extrato das folhas de nim, frente aos fitopatdgenos teste. Quando o tratamento inibe o
crescimento fungico, ele é considerado fungistatico, caso haja a morte do microrganismo, o tratamento é
fungicida. Apenas o extrato etandlico das folhas frescas de nim apresentou efeito fungicida frente a
Macrophomina phaseolina e Fusarium oxysporum. Os demais tratamentos foram fungistaticos nas

concentragoes avaliadas.

Tabela 2: Concentrag3o Fungicida Minima (CFM) em pg.mL* do 6leo comercial de nim e do extrato etandlico das
folhas frescas de nim (Azadirachta indica Juss) frente Aspergillus parasiticus, Fusarium oxysporum, Macrophomina
phaseolina e Sclerotinia sclerotiorum.

CFM (pg.mL?)
Oleo comercial nim Extrato etandlico de nim
Macrophomina phaseolina * 1000
Fusarium oxysporum * 500
Sclerotinia sclerotiorum * *
Aspergillus parasiticus * *

Legenda: *efeito fungistatico nas concentragdes avaliadas.
DISCUSSAO

As propriedades inseticidas e antimicrobianas do nim ja foram constatadas frente a iniUmeras pragas
que causam grandes perdas agricolas, como a lagarta do cartucho Spodoptera frugiperda (VIANA et al., 2000),
mosca das frutas Ceratitis capitata (NAKANO et al., 2001); pulgdes Brevicoryne brassicae e Myzus persicae
(CARVALHO et al., 2008), oidio do feijoeiro (CARNEIRO et al., 2007); bactérias Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria em tomate e pimentdo (ABBASI et al., 2003); mosca-branca (BLEICHER et al., 2007); broca-do-café
Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae) (DEPIERI et al., 2010); entre outras.

Devido a essas propriedades, o dleo de nim tornou-se matéria-prima de varios produtos utilizados
no controle alternativo de fitopatdgenos. Ao se comparar o efeito antifungico do éleo comercial de nim e do

extrato etandlico de folhas frescas de nim, constatou-se que o dleo apresentou atividade inibitdria sobre F.
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oxysporum na concentracdo minima de 250ug.mL?, enquanto o extrato etandlico de nim foi inibitdrio na
concentrac¢do minima de 500ug.mL™2. Contudo, ao semear 0s po¢os com as concentracdes minimas inibitérias
em placas de Petri contendo meio de cultura BDA, ndo se observou crescimento flungico nas placas tratadas
com 500pg.mLde extrato etandlico de nim, indicando que essa concentracio foi fungicida.

Ao se comparar a atividade de extratos aquosos de folhas secas e frescas de nim, Abgenin et al. (2006)
constatou que o extrato de folhas secas inibiu completamente o crescimento micelial de F. oxysporum em
todas as concentragdes, enquanto extrato das folhas frescas de nim reduziu o crescimento micelial nas
maiores concentragdes.

Ambos os tratamentos apresentaram atividade antifungica frente a M. phaseolina na concentragao
minima de 250ug.mL?; todavia, apés semeadura dos pocos contendo a concentragdo minima inibitéria, ndo
foi observado crescimento fungico na concentrac¢do de 1000ug.mL* de extrato etandlico de folhas frescas de
nim, indicando que o tratamento foi fungicida. Em estudos realizados por Bhutta et al. (1999), o extrato
obtido de sementes de nim também inibiu o crescimento de Alternaria alternata e Macrophomina
phaseolina.

Foi constatada a atividade fungistatica do dleo comercial e do extrato etandlico de nim frente a A.
parasiticus e a S. sclerotiorum na concentracdo minima de 1000pg.mL?!. Ao se estudar a inibicdo de
aflatoxinas por extrato de folhas e sementes de nim, verificou-se que o extrato aquoso contendo 50% das
folhas de nim inibiu 90% da produgdo de aflatoxinas em micélios fungicos de A. parasiticus, enquanto o
extrato de sementes inibiu apenas 65%. Em estudo realizado por Mello et al. (2005) o éleo de nim reduziu o
crescimento micelial e a formagdo de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum nas concentragdes de 0,25, 0,5
e 2%.

Sendo assim, o 6leo comercial de nim apresentou apenas efeito fungistatico frente aos fitopatdgenos
nas concentracdes avaliadas. Ao estudar a atividade antiflingica do 6éleo de nim, Medice et al. (2007)
constatou que o mesmo reduziu a germinag¢do de uredionidsporos de Phakopsora pachyrhizi, causador da
ferrugem asiatica da soja. De acordo com Carneiro et al. (2007), o 6leo de nim apresentou efeito preventivo
do oidio de feijoeiro, causado por Erysiphe polygoni. O 6leo de nim também reduziu o nimero de esporos de
Phaeoisariopsis griseola e foi efetivo no controle da mancha angular do feijoeiro (CARNEIRO et al., 2008).
Cercosporiose do amendoim foi controlada com 6leo de nim a 0,5% e 1%, com aumentos significativos na
producdo em relagdo a testemunha em estudos realizados por Srinivas et al. (2000).

Por outro lado, o extrato etandlico de nim foi fungicida frente a M. phaseolina e F. oxisporum. Ao
avaliar a atividade antifiingica do extrato das folhas do nim, Sindhan et al. (1999) averiguou eficiéncia nas
concentragdes 10, 20 e 30% aplicada noinicio dos sintomas do oidio da ervilha. Carneiro et al. (2007) verificou
que o extrato de folhas de nim foi ineficiente no controle do oidio do feijoeiro. Extratos de sementes e folhas
de nim foram avaliados no controle dos fitonematoides na india e no Srilanka (CHEDEKAL et al., 2013). Koona
et al. (2011) constatou o efeito antimicrobiano do extrato de folhas de nim frente as bactérias Proteus

vulgaris e Micrococcus luteus.
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O controle positivo foi realizado com o agroquimico Azimut®, um fungicida com modo de agdo
sistémico dos grupos quimicos Estrobilurina (Azoxistrobina) e Triazol (Tebuconazol). O fungicida apresentou,
em geral, CMI maiores ou similares aos tratamentos de nim, sendo a CMI frente M. phaseolina igual
250ug.mL?, sobre F. oxysporum 1000ug.mL?, frente S. sclerotiorum e A. parasiticus igual 500ug.mL?,
indicando que dleo e o extrato etandlico das folhas de nim possuem potencial antifungico similar aos
agroquimicos utilizados comumente.

Os produtos naturais obtidos do nim sdo muito promissores, especialmente no que diz respeito ao
seu uso no controle alternativo de fungos fitopatogénicos. Os metabdlitos secundarios presentes na espécie
sdo biodegraddaveis, apresentam pouco impacto ao meio ambiente, além de baixa toxicidade aos
vertebrados. A espécie também é cultivada facilmente, ja que ndo demanda de solos férteis e corrigidos,
sendo indicada também para reflorestamento (MARTINEZ, 2002; FORIM, 2006).

Entretanto, o custo do dleo comercial de nim pode restringir o seu uso, principalmente para
pequenos produtores rurais. A eficiéncia demonstrada pelo extrato etandlico das folhas frescas de nim indica
gue o mesmo pode ser utilizado em substituicdo ao produto comercial. O uso das folhas para a obtenc¢do do
extrato etandlico pode representar uma alternativa ao produtor, que ao cultivar drvores da espécie tem a
possibilidade de preparar seu préprio produto alternativo, sem a necessidade do uso de equipamentos

sofisticados e a um custo reduzido.

CONCLUSOES

Tanto o dleo comercial quanto o extrato etandlico de folhas frescas de nim apresentaram atividade
antifingica, sendo inibitdrios contra M. phaseolina na concentracdo minima de 250ug.mL?, F. oxysporum na
concentracdo minima de 250ug.mL? (8leo) e 500ug.mL? (extrato), e ambos frente a S. sclerotiorum e A.
parasiticus na concentracdo minima de 1000pg.mL?. Entretanto, somente o extrato etandlico de nim foi
fungicida frente F. oxysporum e M. phaseolina nas concentracbes de 500pg.mL? e 1000pg.mL?,
respectivamente. Deste modo, constatou-se que o uso dos produtos obtidos de nim na agricultura é
promissor, embora o custo do 6éleo comercial possa limitar o seu uso, principalmente para pequenos
produtores rurais.

Sendo assim, o extrato etandlico de folhas frescas de nim apresenta-se como um potencial substituto
ao 6leo comercial, ja que pode ser preparado facilmente em propriedades rurais, sem a necessidade do uso
de equipamentos sofisticados e a um custo reduzido, atuando no controle alternativo de fungos

fitopatogénicos responsdveis por grandes perdas agricolas.
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