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RESUMO

O extrato de alho (Allium sativum L.) tem propriedades terapéuticas, sendo muito utilizado na medicina alternativa. Este trabalho teve
como objetivo identificar a concentracdo inibitéria minima e a acdo dos compostos volateis do extrato aquoso de alho (Allium sativum
L.) no controle de Aspergillus niger diagnosticando o seu potencial fungitoxico. Foram avaliados os seus efeitos sobre o crescimento
micelial e esporulagio de A. niger. A partir da concentragdo de 3000 ug mL™ do extrato, ocorreu inibigao total do crescimento micelial
e da esporulacdo. Os compostos volateis presentes no extrato aquoso de alho inibiram o crescimento micelial e esporulagdo de A.
niger, a partir da concentracdo de 15000 pg mL™. Considerando a eficiéncia do extrato aquoso de alho no controle in vitro de A. niger,
sugere-se que trabalhos em casa de vegetacdo e em campo sejam conduzidos para avaliacdo do efeito deste extrato no controle da

podriddo vermelha do sisal.

Palavras-chave: controle alternativo, extrato vegetal, compostos volateis.

1 Introducéo

O extrato de alho (Allium sativum L.) pode ser usado como
bactericida, fungicida, vermifugo, antiviral e antiprotozoario [1].
Até o momento, j& foram identificados cerca de 30 componentes
do alho com efeitos terapéuticos [2], dentre eles um aminoacido,
a aliina que convertido pela enzima alinase, forma a alicina
(dialil-tiosulfinato), substancia que da o aroma caracteristico e
também atua na defesa, quando a planta é atacada por patdgenos.

Os efeitos da alicina se estendem contra Varios
microrganismos, o que justifica a diversidade de meios para sua
utilizacdo [3]. Tem sido relatada a capacidade fungitoxica do
extrato de alho, diminuindo a germinacdo de esporos sexuados e
de conidios de uma gama de fungos fitopatogénicos [4 - 5].

O uso do extrato aquoso de alho na concentracdo de 5000 ug
mL™ promoveu a inibicdo de 37%, 66% e 76% no crescimento
micelial de Cylindrocladium clavatum, Fusarium moniliforme
var. subglutinans e Rhizoctonia solani, respectivamente [6]. O
controle total de Trichoderma spp., 94,4% de controle de
Aspergillus spp. e 47,2% de Penicillium sp. foram obtidos com o
extrato de alho [7]. O crescimento micelial e germinacdo de
conidios de Curvularia spp. e Alternaria spp. foi inibido com o
extrato de alho na concentracio de 500 pug mL™ [8].

O sisal (Agave sisalana Perrine ex. Engelm) é uma
cultura com enorme importancia social e econdmica na regido
semidarida da Bahia, sendo base da agricultura familiar em muitos
municipios, pela facil adaptacdo desta planta & regido semiéarida,
tornando-se muitas vezes a Unica espécie cultivada em grande

escala na maioria das propriedades rurais. Esta cultura permite a
agregacdo de valores a populagfes de baixa renda nesses
municipios, uma vez que gera renda pela venda local de produtos
manufaturados, a exemplo do artesanato (bolsas, tapetes,
chapéus, etc.) e pela exportagdo da fibra natural, que gera
empregos diretos e indiretos [9].

Entretanto, a produtividade do sisal nas ultimas décadas
tem caido muito. Em 1989, a producdo brasileira chegou a
220.000 toneladas, e atualmente é de aproximadamente 110.000
toneladas [10]. O motivo do declinio na producéo anual da fibra
de sisal se deve a queda do preco da fibra, falta de investimento
em tecnologia para a producgéo de sisal e beneficiamento da fibra
e a disseminacdo da podriddo vermelha, doenca causada pelo
fungo Aspergillus niger [11], que causa a morte da planta e
encontra-se disseminada em 100% dos plantios na Bahia, com
incidéncia média variando de 5 a 40% [12].

O potencial antifungico do extrato de alho deve ser
estudado como uma alternativa para o controle de A. niger e da
podriddo vermelha do sisal, visto que este tem agdo inibitdria
comprovada sobre os mais diversos tipos de fungos, bactérias e
nematdides, podendo ser utilizado pelos agricultores do nordeste
brasileiro, por se tratar de um produto natural de fécil acesso,
manuseio e preparo, além de ndo agredir o meio ambiente, a
depender da forma de aplicac&o.

O objetivo deste trabalho foi identificar a concentracéo
inibitéria minima e a acdo dos compostos volateis do extrato
aquoso de alho (Allium sativum L.) no controle de A. niger,
diagnosticando o seu potencial fungitoxico, avaliando os efeitos
sobre o crescimento micelial e esporulacdo de A. niger.
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2 Parte Experimental

2.1 Obtencdo do extrato aquoso de alho (A. sativum L.) e
preparo do meio de cultivo.

Bulbilhos de alho (A. sativum L.), comprados em
comércio local da cidade de Cruz das Almas — BA foram
descascados, lavados com agua destilada estéril e triturados
(200g em 1000 mL de &gua destilada) por trés minutos, em
liquidificador, obtendo-se um extrato aquoso na concentracdo de
20000 pg mL™. O recipiente plastico do liquidificador foi
previamente lavado com alcool diluido em 4gua para a
concentragdo de 70%. O extrato aquoso foi filtrado
primeiramente em peneira plastica, depois em funil de vidro
contendo algoddo estéril e por ultimo em membrana de
nitrocelulose (Millipore) com poros de 0,22 pm de didmetro,
sendo este transferido para tubos de centrifuga estéreis, com
capacidade de 50 mL. Todos os procedimentos foram realizados
em capela de fluxo laminar. O extrato foi mantido nos tubos de
centrifuga estéreis, a 4°C, até a realizagdo dos testes.

2.2 Efeito in vitro do extrato aquoso de alho (A. sativum L.)
sobre o crescimento micelial de A. niger para determinacdo da
concentracao inibitéria minima - CIM

O meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) foi preparado
com 200g de batata descascada e fatiada, 20g de dextrose, 159 de
agar e 1L de agua destilada. Apos a esterilizagdo do meio BDA
em autoclave a 120°C, por 20 minutos, esperou-se que 0 mesmo
atingisse a temperatura préxima ao ponto de solidificagdo
(45+2°C) e adicionou-se o extrato aquoso de alho, esterilizado
por filtracdo, com leve agitacdo manual. Logo em seguida, o
meio foi vertido em placas de Petri estéreis. O fungo A. niger foi
isolado de plantas de sisal com sintomas de podriddo vermelha,
por meio da desinfestagdo do tecido do caule de sisal, com alcool
70%, por 1 minuto, 1% de hipoclorito de sodio por 1 minuto e
trés lavagens consecutivas com agua destilada esterilizada,
seguido de semeio em meio BDA e incubagdo por 5 a 7 dias a
temperatura ambiente (28+2°C). As col6nias de A. niger foram
repicadas para meio BDA e este foi identificado com chave de
identificacdo de espécies de Aspergillus proposta por Raper &
Fennell [13] e por técnicas moleculares [14]. A CIM foi
determinada com uma sequéncia decrescente de concentragdes
do extrato aquoso em meio de cultura BDA e a inoculacéo de A.
niger. O fungo foi multiplicado em meio BDA por sete dias a
temperatura ambiente e discos de micélio com 5 mm de didmetro
foram transferidos assepticamente para as placas de Petri
contendo o meio BDA com as diferentes concentragdes dos
extratos aquosos e incubados em camara de crescimento tipo
BOD a 28°C. A avaliacdo foi realizada no periodo de 7 a 14 dias,
medindo-se o didmetro da colbnia, com auxilio de um
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paquimetro. A medicdo foi realizada diariamente até o periodo
em que a cultura do tratamento controle atingiu as bordas da
placa de Petri. Para a contagem de esporos nas culturas crescidas
no meio BDA com extrato de alho, foram adicionadas sobre a
cultura de A. niger na placa de Petri, 20 mL de agua destilada
esterilizada com duas gotas de Tween 20 e, em seguida, a colénia
foi raspada com alca de Drigalski esterilizada por flambagem,
para a obtencdo da suspenséo de esporos. A contagem de esporos
foi feita em camara de Newbauer (hemacitdmetro) e microscopio
otico, calculando-se a concentracdo de conidios por mL de
suspensdo de esporos e para 0 volume total de 20 mL que foram
adicionados a placa de Petri com a cultura.

O delineamento  experimental foi inteiramente
casualizado com 11 tratamentos: o controle (meio BDA sem
extrato aquoso de alho) e as concentracdes de (200 pg mL™, 250
ng mL™; 500 pg mL™; 750 pg mL™; 1000 ug mL™; 1250 pg mL”
11500 pg mL™; 1750 pg mL™; 2000 pug mL™; 2500 ug mL™* e
3000 pug mL™) de extrato de alho, com cinco repeticdes por
tratamento.

2.3 Efeito in vitro de compostos volateis presentes no extrato
aquoso de alho (A. sativum L.) sobre o crescimento micelial de
A. niger

Placas de Petri contendo recipientes pequenos preparados com
folhas de aluminio foram esterilizadas em estufa a 180°C por
duas horas [15]. Meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) foi
vertido nas placas contendo os recipientes de aluminio. Foram
dispensados 2 mL do extrato vegetal, nas concentragdes de 1000
ng mL?; 3000 pg mL™; 5000 ug mL™; 10000 ug mL™; 15000 pg
mL™ e 20000 pg mL™, nestes recipientes de aluminio, para que o
extrato ndo entrasse em contato direto com o meio de cultura e
nem com a cultura de A. niger. No tratamento controle foram
utilizados 2 mL de &gua destilada esterilizada nos recipientes de
aluminio. Discos de 5 mm de didmetro da cultura de A. niger
foram transferidos para o centro das placas, sendo estas
incubadas em BOD a 28 °C (Figura 1). A avaliacdo foi realizada
no periodo de 7 a 14 dias, medindo-se o didmetro da cultura, com
um paquimetro. A medicdo foi realizada diariamente até o
periodo em que a cultura do tratamento controle atingiu as bordas
da placa de Petri. Para a contagem de esporos, foram adicionados
a cultura de A. niger, 20 mL de &gua destilada esterilizada com
duas gotas de Tween 20 e a coldnia foi raspada com alca de
Drigalski para a obtencdo de suspensdo de esporos. A contagem
de esporos foi feita com cAmara de Newbauer (hemacitémetro) e
microscdpio otico, calculando-se a concentragdo de conidios.
mL™ na suspenséo de esporos no volume total de 20 mL.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
com sete tratamentos: o controle positivo (contendo agua
destilada estéril no pote de aluminio) e os tratamentos
constituidos pelas concentracGes citadas acima de extrato aquoso
de alho, com cinco repeticdes.
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Figura 1. Bioensaio para avaliacdo do efeito de compostos voléteis presentes no
extrato aquoso de alho (A. sativum L.) nas concentragdes (A- Agua destilada
estéril; B- 5000 pg mL™Y; C- 10000 pg mL™ e D- 20000 pg mL™Y), sobre o
crescimento micelial de A. niger.

2.4 Analise estatistica dos dados obtidos

esporulacdo (em placas de Petri com meio de cultura) sobre o
crescimento de A. niger foram analisados pelo teste de regressdo
e comparagdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, com o programa estatistico SISVAR [16].

3 Resultados e discussdes

A concentragdo minima inibitéria (CIM) do extrato aquoso de
alho sobre A. niger foi definida para a inibigdo total do
desenvolvimento do fungo A. niger. Neste trabalho, a
concentracdo de 3000 pg mL™ do extrato aquoso de alho inibiu
em 100% o crescimento micelial e a esporulacdo de A. niger.

Nas concentragdes de 1750 pg mL™ e 2000 pug mL™ de
extrato de alho ocorreu inibicdo do crescimento micelial em
aproximadamente  13,25% e com 2500 pg mL™ do extrato
ocorreu a inibicdo em 44,5%. Em relagdo a esporulacdo do
fungo, a partir da concentragéo de 500 pg mL™ do extrato aquoso
de alho, ocorreu inibicdo de 86% da esporulacdo e, a medida que
se aumentou a concentragdo, aumentou também a inibicdo da
esporulacdo, chegando a 100% com a adicdo de 3000 ug mL™ do
extrato aquoso ao meio de cultura, o que demonstra que doses
menores também podem ser eficientes no controle do
desenvolvimento do fungo (Tabela 1).

O extrato aquoso de alho apresenta alta atividade antiflingica
sobre os fitopatdgenos Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Colletotrichum sp., Fusarium solani, Cercospora Kikuchii e
Phomopsis sp., sendo uma promissora alternativa no controle dos
mesmos [17]. O 6leo essencial obtido de bulbilhos de alho
causou a inibicéo do desenvolvimento micelial de A. flavus [18].
Para a inibicdo do crescimento micelial e germinacéo de conidios
de Curvularia spp. e Alternaria spp, em presenca do extrato de
alho, encontrou-se valor de CIM igual a 5% [19].

Tabela 1. Taxa de inibicdo da esporulacdo de A. niger por didmetro de
colbnia, na presenca de diferentes doses de extrato aquoso de alho (A.
sativum L.), avaliada 14 dias ap6s incubacéo.
Concentragéo do extrato aquoso de
alho (ug mL™*) em meio BDA*

Taxa de inibicdo da
esporulacdo (%)

250 18
500 86
750 89
1000 87
1250 88
1500 84
1750 84
2000 90
2500 95
3000 100
5000 100
10000 100
15000 100
20000 100

*BDA — meio de cultura batata dextrose agar acrescido do extrato aquoso de
alho

Os compostos volateis presentes no extrato aquoso de
alho inibiram o crescimento micelial de A. niger. Ocorreu
inibicdo de 43,13% e 44,81% nas concentragdes de 10000 g
mL™ e 15000 pg mL™ respectivamente, atingindo 57,14% na
concentracdo de 20000 pg mL™ (Figura 2). A taxa de esporulacio
do fungo diminui em 34,48% no meio de cultura com o extrato
de alho na concentracdo de 15000 ug mL™ e nas concentracdes
de 3000 pg mL™* e 5000 pug mL™ ocorreu um estimulo na
esporulacdo em torno de 25,86% (Figura 3).
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Figura 3. Crescimento micelial de A. niger no meio BDA em placas de Petri
contendo recipientes com extrato aquoso de alho, em diferentes concentracdes,
sem contato direto do fungo e do meio com o extrato, evidenciando o efeito de
compostos volateis produzidos pelo extrato aquoso de alho na placa, observagdo
com 7 e 14 dias de incubacéo.
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Figura 2. Esporulagdo de A. niger por didmetro de colénia em meio BDA em
placas de Petri contendo recipientes com extrato aquoso de alho, em diferentes
concentraces, sem contato direto do fungo e do meio com o extrato,
evidenciando o efeito de compostos voléteis produzidos pelo extrato aquoso de
alho na placa.(Observagdo com 14 dias de incubacéo).

Pode-se inferir que 0S COMPOStOs volateis presentes no
extrato aquoso tém acdo fungitdxica sobre A. niger, uma vez que
0 crescimento micelial e a esporulacdo foram reduzidos com o
tratamento com extrato de alho, sem o contato direto com o
fungo, nas concentragdes acima de 10000 pg mL™,

A difusdo de tragos de compostos volateis pode induzir ou
inibir a germinacéo ou o crescimento, ou desencadear alteracbes
no desenvolvimento em plantas e fungos [20]. Uma possivel
atribuicdo para a redugdo do potencial de inibi¢do pode ser a
volatilizacdo dos constituintes dos extratos ou oOleos, e/ou a
instabilidade na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais
modificando a atmosfera no interior das placas de Petri [21]. As
substancias que representam o0s compostos volateis no alho
contém enxofre e um grupo alil (CH,CHCH,), particularmente
dialil dissulfito, que é o sulfito mais abundante no bulbilho,
embora os dialis mono, tri e tetra sulfitos possam também estar
envolvidos [22].

4 Conclusdes

O extrato de alho esterilizado por filtracdo controla o
crescimento micelial e a esporulacdo in vitro de A. niger em 100
%, nas concentragdes a partir de 3000 pug mL™.

Os compostos Vvolateis presentes no extrato aquoso de alho
tém acdo fungitdxica sobre A. niger, nas concentracfes acima de
10000 pg mL™.

Os testes in vitro indicam o potencial de uso de extrato de
alho para o controle de A. niger.
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AQUEOUS EXTRACT OF GARLIC (Allium sativum L.)
FOR CONTROL OF Aspergillus niger, THE CAUSING
AGENT OF SISAL RED ROT STEM DISEASE

ABSTRACT: The extract of garlic (Allium sativum L.) has
therapeutic properties and is widely used in alternative medicine.
This study aimed to identify the minimum inhibitory
concentration and the activity of volatile compounds from
aqueous extract of garlic (Allium sativum L.) for control of
Aspergillus niger, and to diagnose its fungitoxic potential. The
effects on mycelial growth and sporulation of A. niger were
evaluated. Complete inhibition of mycelial growth and
sporulation was obtained with the extratct concentration of 3000
ng mL™ Volatile compounds present in the aqueous garlic
extract inhibited mycelium growth and sporulation of A. niger,
for extract concentrations of 15000 pg mL™ and above.
Considering the effective in vitro control of A. niger with garlic
aqueous extract, it is suggested that further reseach work under
greenhouse and field conditions should be conducted to evaluate
the eficiency for sisal stem red rot disease control.

Keywords : alternative control, plant extract, volatile compounds
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