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Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito do extrato hidroalcodlico e do éleo de nim sobre o crescimento
micelial, esporulacdo, germinagdo e adesdo de conidios do fungo F. oxysporum f. sp. vasinfectum e avaliar o efeito
desses produtos na inducédo de resisténcia em quiabeiros tratados e, posteriormente, inoculados com o fungo, por meio
da atividade de enzimas antioxidantes relacionadas com processos de defesa vegetal. Os resultados evidenciaram que
tanto o extrato quanto o 6leo de nim foram eficientes em inibir o crescimento micelial e esporulagdo do fungo. Além
disso, houve inibicdo da germinacéo e fixacdo de conidios produzidos na presenga dos produtos. O extrato e o dleo de
nim reduziram a severidade da doenca nos quiabeiros, medida pelo indice de infeccdo da doenca. Além disso,
incrementos significativos das enzimas guaiacol-peroxidase, polifenoloxidase, superéxido-dismutase e catalase foram
observados nos quiabeiros tratados com os produtos, sendo estes aumentos, diretamente proporcionais aos aumentos
das concentracgdes utilizadas. Assim, tanto o extrato quanto o 6leo de nim tém efeitos diretos sobre o desenvolvimento
do fungo F. oxysporum f. sp. vasinfectum e induzem resisténcia em quiabeiros a partir da formagdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs).

Palavras-chave: Abelmoschus esculentus; EROs; Murcha; SAR.

Abstract

The objective of this work was to verify the effect of hydroalcoholic extract and neem oil on mycelial growth,
sporulation, germination, and conidia adhesion of the fungus F. oxysporum f. sp. vasinfectum. Also, to evaluate the
effect of the extract and oil mentioned in the induction of resistance in treated okra trees and, later, inoculated with the
fungus, through the activity of antioxidant enzymes related to plant defense processes. The results showed that both
the extract and the neem oil were efficient in inhibiting mycelial growth and sporulation of the fungus. In addition,
there was inhibition of germination and fixation of conidia produced in the presence of the products. Neem extract and
oil reduced the severity of the disease in okra, as measured by the disease’s infection rate. In addition, significant
increases in the enzymes guaiacol-peroxidase, polyphenoloxidase, superoxide dismutase and catalase were observed
in the okra treated with the products, these increases being directly proportional to the increases in the concentrations
used. Thus, both the extract and the neem oil have direct effects on the development of the fungus F. oxysporum f. sp.
vasinfectum and induce resistance in okra from the formation of reactive oxygen species (ROS).

Keywords: Abelmoschus esculentus; ROS; Wilt; SAR.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue verificar el efecto del extracto hidroalcohdlico y el aceite de neem sobre el crecimiento
micelial, la esporulacién, la germinacion y la adhesién de conidios del hongo F. oxysporum f. sp. vasinfectum y
evaluar el efecto de estos productos sobre la induccion de resistencia en arboles de okra tratados y, posteriormente,
inoculados con el hongo, mediante la actividad de enzimas antioxidantes relacionadas con los procesos de defensa de
las plantas. Los resultados mostraron que tanto el extracto como el aceite de neem eran eficientes para inhibir el
crecimiento micelial y la esporulacion del hongo. Ademas, hubo inhibicién de la germinacion y fijacion de conidios
producidos en presencia de los productos. El extracto y el aceite de neem redujeron la gravedad de la enfermedad en
la okra, medida por la tasa de infeccion de la enfermedad. Ademas, se observaron incrementos significativos de las
enzimas guayacol-peroxidasa, polifenoloxidasa, superéxido dismutasa y catalasa en la okra tratada con los productos,
siendo estos incrementos directamente proporcionales a los incrementos en las concentraciones utilizadas. Asi, tanto
el extracto como el aceite de neem tienen efectos directos sobre el desarrollo del hongo F. oxysporum f. sp.
vasinfectum e inducen resistencia en la okra a partir de la formacion de especies reactivas de oxigeno (EROs).
Palabras clave: Abelmoschus esculentus; EROs; Marchito; SAR.

1. Introducéo

O quiabeiro (Abelmoschus esculentus (L.) Moench), € uma hortalica de ciclo anual, de fécil cultivo e bastante
plantada e disseminada pelo Brasil, especialmente na regido Nordeste. Trata-se de uma espécie vegetal que apresenta
caracteristicas desejaveis, especialmente, pelos pequenos produtores, uma vez que é uma planta com boa resisténcia a seca e
bem adaptada ao clima tropical brasileiro (Santos et al., 2020). A cultivar mais plantada no pais, atualmente, é a Santa Cruz 47,
pois sendo bem adaptada as regides de cultivo, apresenta um ciclo curto e tem boa producgdo de frutos que sdo amplamente
aceitos no mercado consumidor interno (Moura & Guimaraes, 2014; Mota et al., 2017; Carvalho et al., 2020).

O quiabo € uma hortaliga-fruto originéria da Etidpia, pertence a familia Malvaceae e foi introduzida no Brasil a partir
do povo africano. Desenvolve-se bem em regides de clima quente, entre 18 °C e 35 °C, fato que favorece tambeém a ocorréncia
e o desenvolvimento de doencas (Filgueira, 2008), como a Fusariose, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum Snyder & Hansen.

O género Fusarium contém algumas das espécies de fungos fitopatogénicos mais importantes para a agricultura
mundial (Dean et al., 2012). Outras espécies do género sdo, reconhecidamente, importantes produtoras de micotoxinas e, ainda
outras, estdo se tornando preocupantes patdgenos para humanos (Cilo et al., 2015; van Diepeningen & Hoog, 2016; Hof,
2020). A espécie F. oxysporum f. sp. vasinfectum é responsavel pela murcha do quiabeiro e algodoeiro, configurando-se como
um dos problemas mais sérios nessas culturas.

O fungo é um patégeno que tem como habitat o solo, sendo capaz produzir estruturas de resisténcia, 0s
clamidésporos, que ficam dormentes nesse ambiente por longos periodos, dificultando, dessa forma, as medidas de manejo da
doenga voltadas a reducéo do inéculo inicial. Assim, quando as condicdes sdo favoraveis e ha hospedeiro disponivel, os
clamidoésporos germinam sobre as raizes das plantas e a hifa fingica penetra diretamente ou por meio de ferimentos no
hospedeiro. Esses ferimentos sdo gerados, muitas vezes, pela infecgdo prévia da planta por nematoides do género Meloydogine
Goeldi. InfecgBes mistas causadas pelo nematoide das galhas e pelo fungo ja foram descritas para outras hortalicas como o
tomateiro, a pimenteira e plantas de pimentdo, todas da familia Solanaceae e, em plantas de algoddo e milho (Kamali et al.,
2015; Tahir et al., 2017; Terra et al., 2017; Schiwek et al., 2020).

As infeccOes causadas por F. oxysporum f. sp. vasinfectum se ddo na raiz principal da planta, radicelas ou pelos
absorventes e, processa-se de modo direto através da superficie do hospedeiro ou de ferimentos presentes na planta. A
colonizacgdo dos quiabeiros infectados acontece por meio do crescimento intercelular das hifas do fungo em direcdo aos vasos
do xilema. Assim, o patdgeno permanece, praticamente, confinado ao xilema e, a partir desse momento, distribui-se por toda a
planta por meio do crescimento de hifas ou pela producdo de conidios, que sdo arrastados pelo fluxo direcionado da seiva

bruta, da base da planta até o apice. Com a evolugdo da doenca, ha obstrucdo e escurecimento dos vasos xilematicos. A

2


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i2.12295

Research, Society and Development, v. 10, n. 2, 7110212357, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i2.12357

obstrucéo é consequéncia do acimulo de micélio, conidios, gomas e tiloses, bem como de constricdo do vaso, provocada pela
proliferacdo de células adjacentes que compdem o tecido do parénquima. O escurecimento dos vasos é atribuido ao transporte
de substancias resultantes da oxidacdo e polimerizacdo de compostos fenélicos. O sintoma de murcha surge, entdo, como
consequéncia do bloqueio dos vasos, impedindo que a &gua absorvida pelo sistema radicular supra adequadamente a parte
aérea da planta (Bedendo, 2011).

Tanto por ser um patdgeno de solo quanto pelo local de infecgdo, o fungo F. oxysporum f. sp. vasinfectum é dificil de
ser controlado. A medida de manejo da doenca mais eficiente é o emprego de variedades resistentes, obtidas a partir de
programas de melhoramento genético. Contudo, para o quiabeiro, esta ndo é uma opcao disponivel. Medidas de controle
cultural que envolvem a rotacdo de culturas, uso de plantas antagénicas com propriedades fungistatica ou fungicida e aracdo
profunda do solo, todas voltadas para a redu¢do do indculo inicial, minimizam os danos da doenca (Mielniczuk & Skwaryto-
Bednarz, 2020). Além das medidas de controle j4 citadas, nos Gltimos anos, a utilizagdo de extratos de plantas com efeito sobre
fitopatdgenos desponta como alternativa promissora (Gurjar et al., 2012). Essa ideia objetiva, principalmente, desenvolver
alternativas ao uso indiscriminado de agrotéxicos e diminuir a dependéncia dos sistemas de produgdo a esses produtos. Nesse
contexto, extratos e 6leos derivados de nim (Azadirachta indica A. Juss) sdo amplamente empregados (Gupta et al., 2017).

N&o apenas na fitopatologia, mas também em outras areas, preparacOes feitas a partir de partes da arvore de nim ou,
simplesmente, o plantio do vegetal, j& demonstraram capacidade de mitigar danos causados por doengas agudas e cronicas em
diversas regides da Africa e da Asia. As utilidades dessa planta vao além da sua capacidade repelente contra mosquitos vetores
de virus causadores de febre, reportada em 1803 (James & Lond, 1903). Pelas diversas capacidades que o nim tem, ha registros
na literatura que descrevem a arvore como “a farmacia do vilarejo”, “a farméacia da natureza”, “cura tudo” e “uma planta para
todas as doengas” (Siddiqui et al., 1986; Biswas et al., 2002; Subapriya & Nagini, 2005; Gupta et al., 2017; Doshi et al., 2020).

O nim é uma planta considerada o armazém de inimeras moléculas fitoquimicas. Até o momento, mais de 300
fitomoléculas com propriedades diversas j& foram isoladas da planta (Biswas et al., 2002; Siddiqui et al., 1986; Subrapriya &
Nagini, 2005; Gupta et al., 2017). Os dois grupos de moléculas quimicas extraidas da planta, especialmente das folhas, com
maior frequéncia, sdo os isoprenoides e 0s ndo-isoprenoides. Dentre 0s isoprenoides mais comuns, estdo os diterpenoides, 0s
triterpenoides, as vilasininas, os limonoides e as C-secomeliacinas. Dentre 0s ndo-isoprenoides isolados da planta, figuram
proteinas, polissacarideos, compostos sulfatados, polifendis, dihidrochalconas, coumarinas, taninos e compostos alifaticos
(Akhila & Rani, 1999; Biswas et al., 2002; Brahmachari, 2004). Ao triterpenoide nimbin sdo atribuidas indmeras
caracteristicas de atividade bioldgica da planta, dentre elas, o potencial anti-inflamatdrio, antisséptico, fungicida, anti-
histaminico e antipirético. Algumas outras moléculas derivadas do nim incluem o numbolide, a azaractina, o azadirone, o
azadiadirine e o gedunin.

Muitos trabalhos apontam para o potencial que o nim apresenta enquanto indutor dos mecanismos de resisténcia das
plantas a doencas diversas (Paul & Sharma, 2002; Guleia & Kumar, 2006; Wang et al., 2010; Bhuvaneswari et al., 2012;
Matiello et al., 2016; Siah et al., 2018; Sampaio et al., 2020). A inducédo de resisténcia é a técnica de manejo de doengas em
plantas focada nas potencialidades de defesa do hospedeiro, onde, a partir da aplicagdo de um agente indutor (bidtico ou
abidtico), a planta tem seus mecanismos de defesa ativados (estruturais e/ou bioquimicos) podendo, dessa forma, retardar ou,
até mesmo, impedir a infeccdo. Tal fendmeno foi verificado em cevada, quando da aplicacdo de extratos aquosos de nim para o
controle de estrias foliares geradas pelo fungo Drechslera graminia (Paul & Sharma, 2002). Os ensaios demonstraram que 0
extrato da planta aumentou significativamente a atividade das enzimas fenilalanina aménia-liase (FAL) e tirosina amonia-liase
(TAL) nas folhas tratadas, de forma tdo eficiente quanto o que foi observado em folhas tratadas com o fungicida carbendazim.
O tratamento prévio de plantas de gergelim com o extrato aquoso de folhas de nim, aumentou a resisténcia da planta,

principalmente no que diz respeito a atividade das enzimas FAL e peroxidase (POX) e diminuicdo da severidade da doenca
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causada pelo fungo, Alternaria sesami (Guleria & Kumar, 2006). O tratamento de mudas de tomateiros com extratos aquosos
de nim reduziu a incidéncia do fungo F. oxysporum f. sp. lycopersici nas plantas em até 25,5%, além de promover o aumento
da atividade das enzimas antioxidantes POX, catalase (CAT) e superdxido-dismutase (SOD), relacionadas com a defesa do
vegetal (Hanaa et al., 2011).

Diante do exposto, ficam claras as potencialidades que as plantas de nim tém de serem aplicadas ao manejo de
doengas importantes na agricultura. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito do extrato hidroalcodlico e do 6leo
de nim sobre o crescimento micelial, esporulagdo, germinagao e adeséo de conidios do fungo F. oxysporum f. sp. vasinfectum e
avaliar o efeito desses produtos na inducdo de resisténcia em quiabeiros tratados e, posteriormente, inoculados com o fungo,

por meio da atividade de enzimas antioxidantes relacionadas com processos de defesa vegetal.

2. Metodologia

Os ensaios descritos a seguir foram realizados no Laboratdrio de Fitopatologia e seus anexos, pertencentes a

Universidade Estadual do Maranhdo, Campus Séo Luis.

2.1 Obtencao do isolado e sementes de quiabeiro

O isolado patogénico do fungo F. oxysporum f. sp. vasinfectum foi obtido a partir de quiabeiros sintomaticos. Assim,
apos a retirada das plantas do substrato de plantio, estas foram seccionadas de modo transversal para a observacdo do sistema
vascular. Plantas com sistema vascular escurecido foram levadas ao laboratdrio e, fragmentos da regido sintomatica foram
retirados e submetidos a triplice lavagem (hipoclorito de sodio [3:1], alcool 50% e agua destilada), sendo, em seguida,
transferidos para placas de Petri contendo meio de cultivo BDA (batata-dextrose-agar) e incubados.

A partir das col6nias puras obtidas, uma suspensdo de conidios (10~ conidios mL™) foi preparada e inoculada em
quiabeiros previamente cultivados em casa-de-vegetacdo. ApOs o surgimento dos sintomas de murcha, as plantas foram
novamente levadas ao laboratério e procedeu-se o reisolamento do patégeno, conforme descrito anteriormente. Apds a
obtencdo de nova cultura pura, o isolado foi preservado durante todo o experimento.

Os quiabeiros foram obtidos a partir de sementes ndo tratadas, fornecidas por produtores familiares de quiabo da llha

de Sao Luis. Estas foram utilizadas em todos os ensaios realizados com plantas, descritos neste trabalho.

2.2 Obtencao do extrato hidroalcodlico, do 6leo de nim e concentragdes utilizadas

O extrato hidroalcodlico foi obtido a partir da trituracdo de 5,0 g de folhas frescas de nim em 100 mL de etanol
0,05%. Apds a preparacdo da suspensdo, esta foi posta em repouso, no escuro, por 48 h, sendo, ap6s esse periodo, levada ao
evaporador rotativo por 4 h. Finalmente, o preparado foi triplamente filtrado em filtro de porcelana recoberto com papel de
filtro n° 40 e apos, em filtros de membrana MF-Millipore acoplados a uma seringa.

O 6leo de nim utilizado nos ensaios foi obtido comercialmente da empresa Neemseto Brasil®, sendo este um produto
registrado como inseticida natural e 100% puro.

As concentracdes utilizadas, em todos os ensaios realizados para os dois produtos testados, foram: 0,0%, 0,25%,
0,5%, 0,75% e 1,0%. Os testes foram realizados de modo independente para cada um dos produtos e a concentragcdo zero

representou o controle negativo dos ensaios.

2.3 Testes in vitro
Ao meio de cultivo BDA fundente, foram adicionadas cada umas das concentra¢fes dos produtos estabelecidas. Apos
homogeneizacdo do preparado, este foi vertido em seis placas de Petri por tratamento que, apés solidificacdo do meio,
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receberam discos de micélio de 5 mm de didmetro contendo estruturas do fungo F. oxysporum f. sp. vasinfectum. Finalizada a
repicagem do patogeno, as placas foram incubadas em camara tipo B.O.D., ajustada para a temperatura de 25+2 °C e
fotoperiodo de 12 h. Diariamente, as placas foram avaliadas quanto ao crescimento micelial do patégeno, sendo medidas em
sentidos diametralmente opostos. A avaliacdo do crescimento micelial finalizou sete dias apds a repicagem, quando em uma
das parcelas experimentais o micélio atingiu o bordo da placa, sendo assim, determinado o crescimento micelial total (em mm)
do fungo com os valores obtidos no penultimo dia de medicéo.

Apos a analise do crescimento micelial, quatro placas de cada um dos tratamentos foram inundadas com 20 mL de
agua destilada e autoclavada (ADA) e raspadas com um pincel de cerdas macias para a retirada dos conidios produzidos pelo
fungo, a fim de que se determinasse a esporulacdo do patdgeno, sendo esta determinada pelo nimero de conidios 10% mL™.

A germinacdo dos conidios do fungo foi determinada pela preparacdo de suspensdes de conidios com placas oriundas
de cada um dos tratamentos, sendo as concentracfes dessas suspensdes, ajustadas para 10° conidios mL™. Apds ajuste da
concentracdo dos propégulos, 20 mL das preparacfes foram vertidos em placas de Petri de poliestireno, previamente marcadas
com 25 campos de area medindo 1 mm? cada, sendo estas, em seguida, incubadas em camaras tipo B.O.D., a uma temperatura
média de 25+2 °C e fotoperiodo de 12 h, por 24 h. Transcorrido esse periodo, a suspenséo de conidios foi descartada e, com
auxilio de microscopia de luz, 50 conidios por campo marcado foram contados e separados em: (A) conidios germinados, com
tubo germinativo maior do que o comprimento do propagulo; (B) conidios ndo germinados ou com tubo germinativo menor do
gue o comprimento do propagulo. Foram considerados no ensaio macro e microconidios, sendo contados 4 campos da placa,

totalizando 200 conidios por parcela. A porcentagem de conidios germinados foi determinada segundo a férmula abaixo:

TA*100
T(A+B)

% de conidios germinados =

Em que ‘XA’ representa o somatdrio do niimero de conidios germinados e ‘X(A+B)’ representa o somatorio nimero
total de conidios contados na parcela (Melo, 2017).

A interferéncia dos produtos sobre a capacidade de adesdo dos conidios de F. oxysporum f. sp. vasinfectum foi
determinada utilizando a mesma técnica das placas marcadas. Para isso, suspensdes de conidios foram preparadas a partir das
placas de crescimento do patdgeno nas diferentes concentracdes dos produtos, sendo ajustadas para 10° conidios mL™. Apos
ajuste da concentragdo dos propagulos para 10° conidios mL™, 20 mL das preparacdes foram vertidos em placas de Petri de
poliestireno, previamente marcadas com 25 campos de area medindo 1 mm? cada, sendo estas, em seguida, incubadas em
camaras tipo BOD, a uma temperatura media de 2512 °C e fotoperiodo de 12 h, por 24 h. Apds esse periodo, cinco campos
tiveram todos os conidios contados por duas vezes, sendo: (A) contagem dos conidios antes e (B) ap6s a lavagem das placas,

por 5s, em agua corrente. A porcentagem de conidios aderidos foi calculada segundo a formula abaixo:

B*100

% de conidios aderidos =

Em que ‘A’ representa o nimero de conidios na contagem A e ‘B’ representa o nimero de conidios na contagem B

(Melo, 2017).

2.4 Testes in vivo
Os testes in vivo foram realizados em condiges de casa-de-vegetacdo. Para isso, sementes que quiabeiro, cultivar

Santa Cruz 47, ndo tratadas, foram semeadas em vasos de 1 Kg contendo o substrato comercial Plantmax Hortaligas® mais solo
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autoclavado, na proporcdo de 2:1. Ap6s 20 dias, os quiabeiros foram tratados com as diferentes concentragdes dos produtos,
por meio de aspersdo foliar. Nestes testes, além do controle negativo aplicado (plantas pulverizadas com &gua — concentracao
zero), foi utilizado também um controle positivo com o acibenzolar-S-metilico (ASM - Bion®), na concentragdo de 50 mg do
i.a. L. Foram utilizadas 5 repeti¢cBes por tratamento, sendo a parcela experimental composta por duas plantas por vaso.

Apbs 24 h da aplicagdo dos tratamentos, os quiabeiros foram inoculados com 20 mL de suspensdo de conidios,
calibrada para 10° conidios mL™, por meio da técnica do ferimento em meia lua no colo da planta, proposta por Menezes e
Assis (2004).

A severidade da doenca nas plantas foi avaliada 15 dias ap6s a inoculacdo do fungo, a partir de adaptacdo da escala de
notas proposta por Cia et al. (1977). Segundo o autor, a murcha de Fusarium apresenta cinco graus de agressividade, expressos
na sintomatologia da seguinte maneira: (1) plantas sem sintomas de murcha, com vasos condutores de seiva ndo escurecidos,
examinados através do corte na base do caule; (2) plantas com vasos escurecidos, com coloracdo marrom no primeiro terco do
caule e presenca de folhas; (3) plantas com vasos escurecidos até o segundo terco do caule e presenca de algumas folhas; (4)
plantas com o0s vasos condutores totalmente escurecidos, com ou sem folhas; (5) plantas mortas e com os vasos condutores de
seiva totalmente escurecidos.

As notas atribuidas a cada uma das parcelas serviram para o célculo do indice de infeccdo ou indice de Mckinney

(1923), calculado segundo a férmula:

¥.(grau da escala x freqéncia) 100

Indice de Infecgo = - =
¥ (n° total de unidades x gran maximo da escala)

2.5 Anélises enziméticas

Para a determinagdo da atividade antioxidante dos tratamentos aplicados, 1 g de folhas de cada uma das parcelas
experimentais foi coletada. Os testes foram realizados a partir da obtencdo do extrato proteico e avaliacdo da atividade das
enzimas guaiacol-peroxidase (POX), polifenoloxidase (PFO), superéxido-dismutase (SOD) e catalase (CAT). Todos os testes
descritos a seguir foram realizados em triplicata.

O extrato proteico para a realizagdo dos testes bioquimicos foi obtido a partir da maceracéo de 1,0 g de folha fresca do
quiabeiro, coletada 15 dias apds a inoculagcdo do patgeno, de cada parcela experimental, na presenca de nitrogénio liquido,
seguida da adi¢do de 4,0 mL de tampéo fosfato de sédio 100 mM (pH 6,0). Sendo, em seguida, o homogenato centrifugado a
20.000 g por 25 min, a 4 °C. Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para a determinacfo da atividade das enzimas
antioxidantes.

A atividade da POX foi determinada espectofotometricamente, a 470 nm, em reacdo que consistiu de: 2,9 mL do
tampdo de reagdo (tampdo fosfato de sodio 10 mM [pH 6,0], guaiacol 2,3 mM e H,0; a 2,9 mM) e 0,1 mL do extrato proteico
preparado em tampéo fosfato. Os resultados foram expressos em A absazonm Min™t mg de proteina?, segundo protocolo proposto
por Roncatto e Pascholati (1998).

A atividade da PFO foi determinada pela conversdo do catecol em quinona, onde 900 uL de catecol a 20 mM,
preparado em tampéo fosfato de sédio 100 mM (pH 6,8), foi acrescida em 100 pL de extrato proteico preparado em tampédo
fosfato (pH 5,0). A reagdo foi monitorada por 1 min, sendo as medidas das absorbancias registradas a cada 6 s, sendo, 0
comprimento de onda utilizado, 420 nm. Os resultados obtidos foram entdo, expressos em A absazonm Min"t mg de proteina’
(Duangmal & Apenten, 1999).

A atividade da SOD foi determinada de acordo com a metodologia proposta por Gupta et al. (1993), adaptada por
Beltrame (2010). Assim, 200 pL de extrato proteico, preparado em tampdo fosfato, foi acrescido de 1,0 mL de uma mistura de

reacdo composta de: tampdo fosfato de potassio 5 mM (pH 7,4); metionina 9,9 mM; azul de nitrotetrazolium 57 uM (NBT);
6
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0,025% de Triton X-100. Ap6s, ao homogenato, foi acrescido 100 pL de riboflavina 44 mM. A atividade da SOD foi calculada
segundo Asada et al. (1974), através da determinacdo da razdo entre as absorbancias de cada amostra. Nas condicfes do ensaio,
uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT. Os
resultados do teste foram expressos em unidades de SOD mg de proteina™.

Por fim, a reagdo para a determinacdo da atividade da CAT consistiu em uma mistura composta por 1,45 mL de H,0,
em tampao fosfato de sédio 100 mM (pH 6,8), sendo que a reacédo foi iniciada pela adicdo de 50 pL de extrato proteico,
preparado em tampéo fosfato. As medidas de reducdo da absorbancia foram tomadas a 240 nm. Os resultados foram expressos
em unidades de CAT mg de proteina, onde uma unidade de CAT correspondeu a decomposicdo de 1 pmol de H,0, min, nas

condicBes em que estes testes foram realizados (Beers & Sizer, 1952).

2.6 Delineamento experimental e analises estatisticas

Todos os ensaios descritos acima foram realizados em delineamento inteiramente casualizado e os dados coletados,
analisados por meio do calculo das médias, submetidas & analise de variancia e comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Além disso, a correlacdo das concentracBes dos produtos utilizados versus o pardmetro analisado, foi determinada a partir de
analise de regressdo polinomial, sendo considerados valores altamente correlacionados nos casos em que R? > 0,70 (Toledo &
Ovalle, 2008).

3. Resultados

A avaliagdo do crescimento total do micélio do fungo F. oxysporum f. sp. vasinfectum demonstrou que tanto as
concentragdes do extrato, quanto as concentragdes do 6leo, interferem de modo significativo sobre o crescimento do patdgeno.
Para os dois produtos, todos os tratamentos afetaram negativamente o desenvolvimento do fungo e, quanto maiores foram as
concentragOes utilizadas, menores foram os didmetros das colbnias observados. Assim, os aumentos das concentracdes do

extrato de nim implicam em diminui¢des no desenvolvimento do agente causal de murcha em quiabeiros (Figura 1).
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Figura 1. Crescimento micelial total, em milimetros (mm), do fungo Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum crescido em meio
de cultivo BDA, acrescido de diferentes concentracdes do extrato (A) e do éleo (B) de nim. As letras minusculas iguais sobre
as colunas, dentro de um mesmo gréafico, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). As barras sobre as colunas

representam o erro padrdo da média.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Houve efeito significativo das concentracfes do extrato e do 6leo de nim sobre a esporulagdo do fungo, uma vez que
se observou que em todos os tratamentos diminuiu 0 nimero de macro e microconidios produzidos por F. oxysporum f. sp.
vasinfectum em relacdo ao controle (concentragdo 0) (Figura 2). Com relacdo ao extrato de nim, aumentos progressivos da
concentra¢do do produto implicaram em diminuicdo também progressiva da esporulagdo. O mesmo padrdo ndo pode ser
observado nos tratamentos com o éleo de nim, em que fungos crescidos nas placas que continham 0,50% do éleo, esporularam
significativamente mais que o fungo crescido na concentragdo de 0,25% e demais concentragbes utilizadas, ndo seguindo,

portanto, a légica observada no ensaio com o extrato (Figura 2).
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Figura 2. Esporulacdo do fungo Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum crescido em meio de cultivo BDA, acrescido de
diferentes concentracdes do extrato (A) e do dleo (B) de nim. As letras minGsculas iguais sobre as colunas, dentro de um

mesmo gréfico, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). As barras sobre as colunas representam o erro padrio da
média.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Em relacdo a capacidade de germinagdo dos propagulos infectivos do fungo F. oxysporum f. sp. vasinfectum, foi
verificado que tanto o extrato quanto o 6leo de nim interferem significativamente sobre este parametro. Nos dois casos, quanto
maior a concentracdo dos produtos utilizada, menor foi o percentual de conidios germinados. Além disso, pelos ensaios, pode-
se aferir que aumentos progressivos das concentragfes implicaram em diminuigdes, também progressivas, da capacidade de
germinacdo dos conidios do patgeno, sendo esse fato mais pronunciado em conidios produzidos na presenca da concentragdo
de 1,0% do extrato e do dleo, segundo observado nos ensaios realizados nas condi¢des aqui definidas (Figuras 3A e 3B).

As concentragfes tanto do extrato quanto do 6leo diminuiram, significativamente, a capacidade de adesdo dos
conidios germinados do agente causal da fusariose em quiabeiros. Para o extrato e para o 6leo de nim foi verificado que o
patdgeno se fixou menos as placas de poliestireno quando a produgdo do propéagulo se deu na presenga de qualquer um dos
tratamentos utilizados, em comparacao ao controle (dose 0). Aumentos progressivos das concentragdes do extrato e do 6leo de
nim implicaram em diminuicdes, também progressivas, da capacidade de adesdo dos conidios do patégeno, especialmente nas

concentracdes de 0,75% e 1,0%, utilizadas para ambos os produtos. Esses dados estdo representados nas Figuras 3C e 3D
abaixo.
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Figura 3. Germinacdo (A e B) e adesdo (C e D) de conidios do fungo Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum crescido em
meio de cultivo BDA, acrescido de diferentes concentracdes do extrato (A e C) e do 6leo (B e D) de nim. As letras mindsculas
iguais sobre as colunas, dentro de um mesmo grafico, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). As barras sobre as

colunas representam o erro padrao da média.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Com relacdo a severidade da doenca nos quiabeiros tratados com os produtos e inoculados com o fungo, houve
reducéo significativa dos sintomas observados, em relacdo ao controle, em todos os tratamentos utilizados. Nas plantas tratadas
com o extrato de nim, houve redugdo do indice de infeccdo de 13,47%, 24,16%, 28,97% e 41,42%, nas plantas pulverizadas,
respectivamente, com as concentrages 0,25%, 0,50%, 0,75% e 1,0% em relacdo ao controle negativo (plantas pulverizadas
com &gua). A concentragdo de 1,0% merece destaque, uma vez que reduziu o indice de infec¢do nas plantas tratadas ndo
apenas em relacdo ao controle negativo (concentracdo zero), mas também em relacéo as plantas tratadas com o ASM, controle
positivo utilizado nos ensaios (Tabela 1).

Nos quiabeiros tratados com as diferentes concentracfes do 6leo de nim, foram observadas reduc¢fes no indice de
infeccdo, em relacdo as plantas do controle negativo, de 20,72%, 32,83%, 40,39% e 47,55%, para as concentracfes 0,25%,
0,50%, 0,75% e 1,0%, respectivamente. As duas maiores concentragdes do 6leo de nim (0,75% e 1,0%) diferiram
significativamente, também, do controle promovido pelo ASM, uma vez que apresentaram plantas com os menores indices de

infecclo observados no ensaio. Esses resultados estdo representados na Tabela 1, que segue.
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Tabela 1. indice de infeccio e analise de variancia dos quiabeiros tratados com o extrato e com o 6leo de nim e com o ativador

de plantas, acibenzolar-S-metilico (ASM).

Extrato de Nim

Concentracoes (%0) + Indice de Anélise de Reducao do Indice de Infeccdo em
ASM Infeccéo (%0)* Variancia? Relacdo ao Controle Negativo (%)3
0,0 87,45+3,66 a -
0,25 75,2345,22 b 13,97
0,50 66,32+7,89 bc 24,16
0,75 62,12+6,32 c 28,97
1,0 51,23+4,73 d 41,42
ASM 66,32+3,62 bc 24,16
Oleo de Nim
Concentractes (%0) + Indice de Andlise de Reduc&o do Indice de Infeccdo em
ASM Infecgdo (%0)! Variancia? Relacdo ao Controle Negativo (%)3
0,0 87,45+3,66 a -
0,25 69,33+4,56 b 20,72
0,50 58,74+8,74 bc 32,83
0,75 52,13+5,96 c 40,39
1,0 45,87+7,32 c 47,55
ASM 66,32+6,33 b 24,16

Valores médios acompanhados do erro padrdo da média.

%L etras iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

3Redugdo percentual do indice de infecgdo em relagdo ao valor observado no controle negativo (concentragio zero).
Fonte: Dados da pesquisa.

A capacidade de indugdo de resisténcia do extrato e do 6leo de nim foi medida pela atividade das enzimas
antioxidantes guaiacol-peroxidase (POX), polifenoloxidase (PFO), superéxido-dismutase (SOD) e catalase (CAT). Os ensaios
realizados demonstraram que houve alta atividade antioxidante em quiabeiros tratados com as diferentes concentracdes do
extrato e do 6leo de nim e, posteriormente inoculados com o fungo F. oxysporum f. sp. vasinfectum, indicando resisténcia
induzida nas plantas mediada pelos produtos. A avaliagdo da atividade da POX evidenciou alta atividade da enzima, em todas
as concentragdes utilizadas quando comparadas ao controle negativo. Todas as concentragbes do extrato foram,
significativamente, superiores & inducéo da enzima promovida pelo ASM. Nos tratamentos com o 6leo de nim, somente as
plantas tratadas com a concentracdo de 0,25% ndo diferiram do controle positivo. Para os dois produtos, aumentos
progressivos da concentracdo resultaram em aumentos também progressivos da atividade da POX, como pose ser observado
pela andlise de regressdo polinomial aplicada apenas aos tratamentos com concentracfes progressivas do extrato e do 6leo de

nim (Figura 4).
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Figura 4. Atividade da enzima guaiacol-peroxidase (POX), expressa em Aapsazonm Min™? mg de proteina, em quiabeiros
tratados com diferentes concentracdes do extrato (A) e do dleo (B) de nim e posteriormente inoculados com o fungo Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum. As letras minasculas iguais sobre as colunas, dentro de um mesmo grafico, ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey (p < 0,05). As barras sobre as colunas representam o erro padrao da média.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A atividade da enzima PFO também foi fortemente influenciada nos quiabeiros, pela aplicacdo das diferentes
concentragdes dos produtos. Para o extrato e para o 6leo de nim, verificou-se que todas as concentragdes diferiram
significativamente do controle negativo (concentracdo zero), mas somente a concentracdo de 1,0%, para os dois produtos, foi
mais eficiente em incrementar a atividade da PFO nos quiabeiros tratados que o tratamento com o ASM. Para os dois produtos

é possivel afirmar, também, que concentragdes crescentes induzem incrementos também crescentes da atividade da enzima

(Figura 5).
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Figura 5. Atividade da enzima polifenoloxidase (PFO), expressa em Aapsazonm Min™t mg de proteina™, em quiabeiros tratados
com diferentes concentracdes do extrato (A) e do 6leo (B) de nim e posteriormente inoculados com o fungo Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum. As letras minasculas iguais sobre as colunas, dentro de um mesmo grafico, ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey (p < 0,05). As barras sobre as colunas representam o erro padrdo da média.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Todas as concentragdes utilizadas, tanto do extrato quanto do 6leo de A. indica, foram significativamente superiores
ao incrementar a atividade da SOD nos quiabeiros tratados, quando comparados aos quiabeiros pulverizados apenas com agua
(concentracdo zero). Em plantas tratadas com o extrato hidroalcodlico, somente a concentragdo 0,25% ndo foi estatisticamente
superior a0 ASM e em plantas tratadas com o 6leo de nim, comportamento semelhante foi observado nas concentracoes de
0,25% e 0,50%. Para 0 extrato e para 0 6leo de nim, aumentos progressivos da concentracdo dos produtos induziram

incrementos, também progressivos, da atividade da SOD (Figura 6).
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Figura 6. Atividade da enzima superéxido-dismutase (SOD), expressa em unidades de SOD mg de proteina, em quiabeiros
tratados com diferentes concentracdes do extrato (A) e do dleo (B) de nim e posteriormente inoculados com o fungo Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum. As letras minGsculas iguais sobre as colunas, dentro de um mesmo grafico, ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey (p < 0,05). As barras sobre as colunas representam o erro padrao da média
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Fonte: Dados da pesquisa.

Incrementos na atividade da CAT foram observados tanto em plantas tratadas com o extrato quanto com o 6leo de
nim. Para o extrato, todos os tratamentos diferiram significativamente do controle negativo, nos quais se observou maior
atividade enzimatica que o referido controle. Ainda, nos tratamentos com o extrato, é importante destacar a atividade da CAT
observada em plantas tratadas com as concentracdes 0,75% e 1,0% do produto, que foram, significativamente, superiores ao
controle promovido pelo ASM (Figura 7A). Em relacdo ao 0Oleo, apenas a concentracdo 0,25% do produto ndo diferiu,
estatisticamente, do controle negativo no incremento da atividade enzimatica da catalase, sendo ainda, inferior ao contetdo da
enzima observado em plantas tratadas com o ASM. As concentragBes de 0,75% e 1,0% do 6leo, aplicadas aos quiabeiros,
aumentaram de modo significativo a atividade da enzima, sendo maiores, inclusive, que os incrementos promovidos pelo ASM
(Figura 7B).
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Figura 7. Atividade da enzima catalase (CAT), expressa em unidades de CAT mg de proteina, em quiabeiros tratados com
diferentes concentragdes do extrato (A) e do 6leo (B) de nim e posteriormente inoculados com o fungo Fusarium oxysporum f.
sp. vasinfectum. As letras minusculas iguais sobre as colunas, dentro de um mesmo gréafico, ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (p <0,05). As barras sobre as colunas representam o erro padrdo da média.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4. Discussao

Plantas de nim e seus constituintes moleculares sdo importantes sinalizadores celulares, em diferentes caminhos, a
nivel celular. Nesse contexto, existem varias moléculas que podem ser mais ou menos reguladas pela interacéo da célula com a
planta de nim ou produtos do seu metabolismo. As moléculas que mais sofrem interferéncia, gerada a partir do tratamento com
A. indica, segundo Gupta et al. (2017), incluem fatores de transcricdo de moléculas, enzimas, fatores de crescimento, citocinas,
kinases, receptores e proteinas envolvidas com a sobrevivéncia celular. Além destas, processos como a apoptose, as respostas
de hipersensibilidade e a metastase de células também séo interferidos (Hao et al., 2014; Patel et al., 2016).

Muitos trabalhos ja foram publicados nos Gltimos anos, atestando o potencial do nim em controlar fitopatdgenos
(Imtiaj et al., 2005; Tumen et al., 2013; EI-Ghany et al., 2015). Ja desde 1995, foi demonstrado que o 6leo de nim, utilizado em
uma concentracdo que variou entre 2 e 10% controlou, em condi¢bes de campo, os fitopatdgenos Alternaria alternata,
Aspergillus niger e F. oxysporum (Locke, 1995). Mais recentemente, a utilizacdo de torta de nim, material oriundo do
processamento das sementes da planta para a obtengdo de 6leo, inibiu o crescimento micelial dos fungos Rhizoctonia solani,
Scletorium rolfisii, Colletotrichum spp. e Phytophthora capsici (Duong et al., 2015). Ainda, Miya e Shamsi (2017)
demonstraram que o extrato aquoso de A. indica, incorporado ao meio de cultivo BDA nas concentracdes de 15% e 20%,
inibiram completamente o crescimento micelial e esporulacdo dos fungos Curvularia brachyspora, Fusarium sp. e Rhizopus

stolonifer. A inibicdo completa do crescimento e esporulagdo do fungo F. oxysporum f. sp. vasinfectum ndo foi observada neste
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trabalho, provavelmente, pelas baixas concentracdes do extrato e 6leo de nim utilizadas, sendo que estas ndo ultrapassaram a
marca de 1,0%, valor duas a vinte vezes menor que as concentracdes utilizadas pelos outros autores, concentracfes estas,
geradoras de fitotoxidez em plantas (Locke, 1995).

Mais de quarenta fitomoléculas, com atividade bioldgica, foram recentemente purificadas e caracterizadas a partir de
plantas de nim (Gupta et al., 2017), e algumas delas sdo comprovadamente indutoras de resisténcia em plantas (Paul &
Sharma, 2002; Itako et al., 2009; Matiello et al., 2016; Doshi et al., 2020).

A inducdo de resisténcia é um mecanismo de defesa vegetal induzido apds estimulo gerado por um agente biético ou
abiotico, em que a planta responde produzindo barreiras estruturais e/ou bioguimicas no momento da infeccdo por um
patégeno, barreiras essas que impedem ou retardam o estabelecimento das relacBes parasitarias estaveis. Em relacdo as
respostas bioquimicas, em plantas tratadas com o nim, ja foram descritas a inducdo da producdo de fitoalexinas (Melo et al.,
2017), algumas proteinas relacionadas com a patogénese (Goel et al., 2016) e o fendmeno da explosdo oxidativa, medido
indiretamente pela atividade de enzimas antioxidantes (Lorencetti et al., 2015; Sengupta et al., 2017).

Nos resultados apresentados neste trabalho, foram verificadas altera¢Ges significativas das enzimas antioxidantes
guaiacol-peroxidase (POX), polifenoloxidases (PFO), superéxido-dismutase (SOD) e catalase (CAT), induzidas pelo processo
de infeccdo. Entretanto, o acimulo maior dessas moléculas ocorreu nas plantas tratadas tanto pelo extrato quanto pelo éleo de
nim, quando comparadas aos controles. Tais enzimas sdo responsaveis pela regulacdo das Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs), sendo essas ultimas moléculas transitdrias e altamente reativas, produzidas no caminho metabélico de transformacéao
do oxigénio molecular (O2) em agua (H20) (Baker & Orlandi, 1995). As EROs podem se acumular rapidamente no inicio do
processo infeccioso em ambas as interagBes entre os quiabeiros e o fungo F. oxysporum f. sp. vasinfectum, ou seja, podem se
acumular em interacbes compativeis ou incompativeis, culminando em um processo conhecido como explosdo oxidativa
(Lamb et al., 1989).

Aumentos da atividade da enzima POX, induzidas por extratos e dleos de nim, ja foram registrados em plantas de
cevada em interagdes com o patégeno Drechslera graminea (Paul & Sharma, 2002), em plantas de arroz nas interagdes com 0s
patdgenos Rhizoctonia solani e Xanthomonas axonopodis pv. citri (Kagale et al., 2004) e em tomateiros, em infeccfes
compativeis com ragas do fungo F. oxysporum (Hanaa et al., 2011).

Ha relatos de acimulos das enzimas PFO e CAT em plantas de arroz e tomateiros tratados com extratos de nim, em
interacBes com as bactérias Xanthomonas oryzae e Pseudomonas syringae pv. tomato, respectivamente (Nisha et al., 2012;
Goel & Paul, 2015). O acimulo das enzimas SOD, responsavel pela dismutagcdo ou oxidorredugdo do radical superdxido (O2)
em O e H,0,, e CAT, em tomateiros tratados com extrato preparado a partir de folhas de nim, foi inversamente proporcional a
severidade da alternariose nessas plantas, ou seja, quanto maior a atividade das enzimas, menor foi a severidade da doenga nas
folhas tratadas (Dheeba et al., 2015).

Diante do exposto, a inducéo de resisténcia a partir de extratos, 6leos e outras preparacdes oriundas de plantas do nim,
expressa pela ativacdo de genes especificos e moduladores da atividade de enzimas antioxidantes, traduz-se em alternativa
viavel e real de manejo de doencas importantes. A habilidade da planta em eliciar certas reagdes bioquimicas na célula
hospedeira leva a ativacdo de rotas metabdlicas importantes no interior do vegetal, o que acaba se configurando em
oportunidade de utilizacdo e exploracdo. Além disso, a indugdo dos mecanismos de resisténcia das plantas, mediados por
biomoléculas ativas e naturais, implicam em reducbes significativas dos agrotoxicos sintéticos, os quais tém efeitos
prejudiciais sobre 0s agroecossistemas, produtores expostos aos efeitos adversos da manipulacdo desses produtos quimicos e

consumidores.
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5. Concluséao

O extrato e o 6leo de nim, nas condicbes em que estes ensaios foram executados, tém efeitos diretos sobre o
desenvolvimento do fungo F. oxysporum f. sp. vasinfectum, inibindo o crescimento micelial e a esporulacéo do patégeno, além
da germinacéo e adesdo de macro e microconidios produzidos pelo fungo. Além disso, os produtos, em todas as concentracdes
utilizadas, reduzem a capacidade de infec¢cdo do patégeno, o que culmina, diretamente, na diminuicdo da severidade da doenca.

Finalmente, pelos resultados observados a partir da avaliacdo das enzimas antioxidantes, é possivel que a resisténcia
induzida em quiabeiros perpasse, também, pela explosdo oxidativa e consequente regulacdo das espécies reativas de oxigénio
(EROs) pelas enzimas POX, PFO, SOD e CAT. Os resultados obtidos nos ensaios aqui apresentados sdo inéditos no contexto
do manejo alternativo da Fusariose em quiabeiros. Ensaios futuros, que mensurem a expressdo dos genes de resisténcia da
planta, durante o processo de indugéo de resisténcia, bem como a durabilidade do fenébmeno, complementardo as respostas aqui

apresentadas e poderdo compor, de forma mais acertada, a estrutura do processo de inducdo de resisténcia nessas plantas.
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