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EXTRATOS AQUOSOS DE ALHO E SISAL (Agave sisalana
Perrine) NO CONTROLE DE Aspergillus niger E DA PODRIDAO
VERMELHA DO SISAL

Autor: Liane Santos Sales Souza
Orientador: Ana Cristina Fermino Soares

Resumo: O Brasil € um pais com extensa diversidade de plantas, muitas destas
com comprovado potencial antifungico. Varios extratos vegetais apresentam
comprovada agao toxica contra fungos e bactérias fitopatogénicas. O extrato de
alho tem sido muito estudado devido a sua acgao inibitéria sobre o crescimento
micelial e esporulagéo de varios fungos. O extrato aquoso de folhas de sisal tem
acao inibitéria contra nematdides, carrapatos e mosquitos. A podriddo vermelha
do sisal, causada por Aspergillus niger, ja se encontra disseminada em 100% dos
plantios de sisal na Bahia, com incidéncia média variando de 5 a 33% e vem se
agravando pela falta de métodos de controle. O objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito de extratos aquosos de alho e de folhas de sisal no controle de A. niger e
da podridao vermelha do sisal. O extrato aquoso de alho, nas concentragdes
acima de 3%, quando ndo esterilizado em autoclave, inibe em 100% o
crescimento micelial, esporulacdo e germinacdo de esporos de A. niger.
Entretanto, este extrato ndo foi eficiente no controle da podriddo vermelha em
mudas de sisal. O extrato da folha de sisal estimula o crescimento e esporulacéo
de A. niger e aumenta a severidade da doencga, acelerando o aparecimento dos
sintomas e morte da planta. Estes testes indicam que o residuo fresco de sisal,
constituido por 96% da polpa da folha, oriundo do desfibramento das folhas de
sisal, ndo deve ser utilizado para adubacdo dos plantios de sisal. O extrato
aquoso de alho, por apresentar eficacia in vitro, devera ser mais estudado,
destacando-se a necessidade de avaliagao de diferentes formas de aplicagdo do
extrato na planta.

Palavras - chave: extratos vegetais, Allium sativum L., Aspergilose, controle

alternativo



AQUEOUS EXTRACTS OF GARLIC AND SISAL LEAVES (Agave
sisalana Perrine) ON CONTROL OF Aspergillus niger AND RED
ROT DISEASE OF SISAL

Author: Liane Santos Sales Souza

Advisor: Ana Cristina Fermino Soares

Abstract: Brazil has a wide diversity of plants, several of them with antifungal
activity. Several plant extracts have been studied and have proven their fungitoxic
action against pathogenic fungi and bacteria. Garlic extract has been widely used
and presents inhibitory effect against mycelial growth and sporulation of several
fungi. Aqueous extract from sisal leaves have shown inhibitory effects against
nematodes, ticks and mosquitoes. Sisal red rot disease, caused by Aspergillus
niger, is disseminated in 100% of sisal plantations, with average incidences
varying from 5§ to 33%, and this incidence is aggravated due to lack of control
methods. The aim of this study was to evaluate the effect of aqueous extracts of
garlic and sisal leaves on control of Aspergillus niger and red rot disease in sisal
seedlings. Garlic aqueous extract, in concentrations above 3%, when not
autoclaved, inhibited 100% of mycelial growth, sporulation and spore germination
of A. niger. On the other hand, the aqueous garlic extract had no effect on control
of red rot disease of sisal seedlings, under greenhouse conditions. Sisal leaf
aqueous extract stimulates growth and sporulation of A. niger and causes an
increase in disease severity, accelerating symptoms development and plant death.
This study indicates that sisal waste products, composed of 96% of leaf pulp after
fiber extraction, should not be used by farmers for fertilization of sisal plantations.
Garlic aqueous extract, since it has in vitro efficacy for control of A. niger, should
be further tested with emphasis on different forms of plant application to the

extract.

Key-words: plant extracts, Allium sativum L, Aspergillosis, alternative control



INTRODUGAO

Controle de fungos fitopatogénicos com extratos vegetais

Com mais de 56.000 espécies (excluindo fungos), o Brasil tem uma das
floras mais ricas do mundo, com quase 19% das espécies a nivel mundial
(GIULIETTI, et al. 2005). No caso dos fungos, segundo PEIXOTO (2003), as
estimativas indicam existirem no Brasil entre 12,5 e 13,5 mil espécies e, com
excegao das espécies vegetais de importancia medicinal, muito pouco se conhece
a respeito da composigdo quimica de 99,6 % das plantas que compdem a flora
brasileira (MING, 1996).

Fungicidas originados de plantas s&o utilizados ha séculos. Entretanto, as
pesquisas envolvendo a procura de fungicidas obtidos de plantas s6 vém
aumentando nos ultimos vinte anos. Trabalhos mostram o potencial das plantas
medicinais no controle de fitopatdgenos, por sua agao fungitdxica direta, inibindo
o crescimento micelial e a germinagéo de esporos, e pela capacidade de induzir o
acumulo de fitoalexinas (SCHWAN-ESTRADA e STANGARLIN, 2003). Um
grande numero de plantas apresenta propriedades antifungicas em seus extratos.
Essas propriedades sdo dependentes de uma série de fatores inerentes as
plantas, como 6érgdos utilizados, idade e estagio vegetativo. A eficiéncia do
produto também depende da espécie envolvida, do tipo de doenca a ser
controlada e dos processos tecnolégicos utilizados na obtengdo e manipulagao do
extrato (SILVA et al., 2005).

As substancias quimicas extraidas das plantas, normalmente s&o
classificadas em metabdlitos primarios e metabdlitos secundarios (VIVAN, 2005).
Os metabdlitos primarios sdo substancias necessarias no desenvolvimento
fisiolégico da planta e possuem papel importante no metabolismo celular basico
(TAIZ e ZEIGER, 2004). Por outro lado, os metabdlitos secundarios sao

substancias que nao tem funcdo no metabolismo primario da planta, mas



frequentemente tém papel ecolégico como atracdo de polinizadores, defesa
contra microrganismos, insetos e predadores, e também contra outras plantas
(FUMAGALI et al., 2008).

Os metabdlitos secundarios sao sintetizados em células especializadas e
em estagios de desenvolvimento distintos, sendo utilizados comercialmente como
produtos farmacéuticos ou inseticidas (VIVAN, 2005). Compostos de origem
vegetal podem se constituir em importantes agentes de controle de pragas e
micro-organismos patogénicos, pela facil obtencéo e utilizagéo, pelo baixo custo e
por minimizarem os problemas apresentados pelos produtos quimicos sintéticos
(MORAIS et al., 2009).

A necessidade de diminuir a dependéncia por agrotoxicos na agricultura
tem gerado uma enorme demanda por trabalhos de pesquisa visando o
desenvolvimento de métodos alternativos de controle fitossanitario, adotando uma
nova visao de agricultura que trata a natureza como um sistema vivo que reage a
toda e qualquer interferéncia que altere a sua estrutura e fungdes
(CAMPANHOLA e BETTIOL, 2003). Neste sentido, a utilizacdo de extratos
vegetais no controle de fitopatégenos tem recebido destaque, pela abundancia
dos recursos vegetais brasileiros e pelo facil acesso ao produtor rural (DEQUECH
et al., 2008).

O uso de extratos vegetais e 6leos essenciais, por exemplo, tém sido fonte
de inumeras pesquisas que validam sua eficacia (HERNANDEZ et. al., 1998;
OWOLADE et al. 2000; MORAIS, 2004). Extratos vegetais brutos sdo usados
como defensivos agricolas na agricultura organica ha algum tempo, como € o
caso do extrato de cavalinha (Equisetum pyramidale), urtiga (Urtica dioica) e nim
(Azadirachta indica), entre outros (ABREU JUNIOR, 1998). Trabalhos
desenvolvidos com extratos brutos e 6leos essenciais, obtidos a partir de plantas
medicinais, tém indicado o potencial das mesmas no controle de fitopatégenos
(CUNICO et al., 2003).

O alho e sua agao antimicrobiana
O alho (Allium sativum L.) tem sua origem na regido da Sicilia, Asia Central

e varios pontos da Europa e do Ocidente (CORREA, 1975). Pertence a familia

Liliaceae e a depender da regiao pode ter varias sinonimias como alho-comum,



alho bravo, alho-do-reino, alho branco (LORENZI, 2002). E uma planta bulbosa e
herbacea, com folhas estreitas, longas e pontiagudas, lineares, subuladas,
fistulosas, com inflorescéncia em umbela, pedunculada, com flores alvas ou
levemente esverdeadas (GALANTE, 2008).

A caracteristica marcante € o bulbo (cabega) que é envolvido por
invélucros que reunem os bulbilhos (dentes), que por sua vez também sao
envoltos por invélucros proprios que podem ter coloracdo esbranquicada, résea
ou violeta. Possui forte cheiro e sabor sendo usado pelo homem ao longo da
histéria na culinaria e como recurso terapéutico (VIEIRA, 1992; SILVA et al.,
2002).

O nome boténico do alho pode ser uma palavra latina derivada do cético
all, que significa ardente, o que corresponde a sensagao que o paladar produz.
Desde o Egito antigo esta planta era usada como remédio e sua atividade
antibidtica foi observada por Pasteur em 1958. Em toda a literatura é uma das
plantas mais citadas para fins medicinais e nos ultimos anos foi a segunda mais
vendida nos Estados Unidos (DE SOUZA, 2010).

A principal substancia que compde o sabor caracteristico do alho € a dialila
dissulfeto que compde aproximadamente 70% dos compostos volateis deste
produto (WU et al. 1996). Entre os principios ativos presentes estdo alicina,
ajoeno, acido fosférico livre, 6leo volatil, esséncias sulfurada e oxigenada, aliina,
sulfureto de alila, sulfeto de alilo, alilglucdsio, 6xido dialila dissulfeto, alinase,
alitiamina, sulfuretos, horménios, resinas e os compostos isoticianico, inulina,
nicotinamina e galantamina (CORREA, 1975; VIEIRA, 1992).

CHUNG (2006) descobriu que o extrato de alho tem propriedades
antioxidantes, em decorréncia dos compostos presentes como a aliina, alicina, alil
cisteina e dissulfeto dialila, quando preparados quimicamente ou por purificagéo
direta, protegendo o organismo contra a agdo dos radicais livres.

Em pesquisas conduzidas in vivo e in vitro foram identificados no alho dois
principios antibacterianos distintos: alicina (CAVALLITO e BAILEY, 1944) e
garlicina (MACHADO et al. 1948), ambos de agao contra bactérias tanto Gram-
positivas quanto Gram-negativas. Na medicina popular, os bulbilhos do alho séo
utilizados na forma de infusdo ou de 6leo, sendo empregados no tratamento das

infecgdes do sistema respiratério. Também tém sido popularmente utilizados na



forma de extratos aquosos e alcodlicos, considerando-se seu potente efeito
antibacteriano, antifungico, anticancerigeno, hepatoprotetor, viril, hipolipidémico e
antiagregante plaquetario (AMAGASE et al. 2001; KASUGA et al. 2001),
antimicrobiana (GIOVANELA, 2002) e antioxidante (KHOSLA et al. 2004). Outras
acdes farmacolégicas estdo sendo registradas em estudos com ratos
(MUKHERJEE et al. 2004) e humanos (HODGE et al., 2002).

O extrato de alho é usado atualmente como bactericida, fungicida,
vermifugo, antiviral e antiprotozoario (CARRICONDE 1988; TESKE, 1995;
ALONSO, 1998; DANTAS, 2003). O d6leo de alho tem sido usado em muitos
experimentos para avaliagao da atividade antifungica (PAI, 1995; SOVOVA, 2002)
e antihelmintica (AMARAL et al., 2006).

A literatura cientifica relata a agao antifungica do extrato de alho sobre
fitopatdgenos como Alternaria brassisicola, Botrytis cinerea, Magnaporthe grisea e
Plectosphaerella cucumerina (Fusarium tabacinum) (CURTIS et al. 2004) e o
controle de Aspergillus flavus em sementes (BILGRAMI et al. 1992; VIEGAS,
2005). O extrato aquoso de alho afeta o crescimento micelial de Phomopsis
viticola e Elsinoe ampelina (LEITE et al. 2009), controla fitopatdgenos da soja
(VENTUROSO, 2009) e Colletotrichum gloeosporioides em mamoeiro
(NASCIMENTO et al., 2008).

Aspergillus niger

Os fungos filamentosos do género Aspergillus pertencem aos
ascomicetos e sao muito utilizados na produgdao de alimentos, acido citrico,
glucénico e galico (LEONEL, 1995). Muitas espécies sdo encontradas na
natureza, vivendo de forma saprofita causado podriddo em 6rgéos vegetais, a
exemplo de sementes armazenadas em condi¢gdes de elevada umidade (FELIX,
2007). A espécie Aspergillus niger, dentre todas do género, é a mais facil de ser
identificada devido a caracteristica micelial esbranquicada a amarelada de onde
partem conidios escuros (PELCZAR et al., 1980).

Segundo ABARCA et al. (1997) o A. niger € uma das poucas espécies de
fungos que receberam o status de GRAS (Generally Regarded As Safe) conferido

pela Food and Drug Administration (FDA) devido a baixa toxidade e pela



capacidade de alguns isolados produzirem ocratoxina A em baixas quantidades. E
muito estudado na area da biotecnologia, no que se refere a secregcao de
proteinas, degradacdo de enzimas, efeitos ambientais de translocacdo de
biomassa e processos de fermentacao (SCOTT, 2006).

Em estudos realizados com estirpes atoxigénicas, VARGA et al. (2000)
relatam que estas tém se mostrado capazes de decompor micotoxinas em
substratos. Resultado semelhante foi obtido por NASSER et al. (2003) em que
isolados atoxigénicos de A. niger foram selecionados como possiveis
antagonistas para espécies toxigénicas do género. Este € um fungo comum da
microbiota do solo e produz enzimas hidroliticas e oxidativas que degradam a
lignocelulose, atuando no ciclo do carbono na natureza (GOMES, 2007). As
espécies do género Aspergillus crescem em altas concentragdes de agucar,
nutrindo-se de agua extraida de substancias relativamente secas (PELCZAR et
al., 1980).

Segundo estudos in vitro realizados por AGUIAR et al. (2008) o A. niger é
produtor de celulases sob condigdes nutricionais controladas, apresentando
atividade celulolitica nas condi¢gbes estudadas de pH 5,0 e temperatura de 50°C
em testes realizados in vitro. Estudos vém sendo realizados na utilizacdo deste
microrganismo para degradagado de residuos poluentes deixados no ambiente
(BOAVENTURA et al., 2004).

Entretanto, os fungos do género Aspergillus sdo considerados importantes
produtores de micotoxinas (NUNES, 2003), dentre elas a aflatoxina que é
altamente téxica e carcinogénica para homens e animais, tornando-se um fator
preocupante para a industria alimenticia (AMADO, 2010).

Além disso, A. niger causa doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) ou
obstrucdo aérea recorrente, afeccdo em cavalos atletas que resulta na diminuicao
do desempenho, intolerancia ao exercicio, dispnéia expiratéria, tosse e perda de
peso nos casos crbnicos graves (THOMASSIAN, 2005). Em seres humanos,
causa aspergilose, aspergilloma, colonizagdo intracavitaria pulmonar em
pacientes imuno-supressivos € € o agente mais frequente encontrado em
otomicose (SEVERO, 1987).

Em plantas de amendoim, A. niger causa podridao do colo (MORAES et. al.,
1997) e no sisal a podridao vermelha do caule e lesdes na folha (COUTINHO et
al., 2006; SOARES et al., 2006; SA, 2009).



A cultura do Sisal

A planta do sisal (Agave sisalana Perrine) € uma monocotileddbnea com
caracteristicas bem peculiares. As folhas sdo pontiagudas com espinhos nas
pontas, medindo cerca de 9 cm de largura e aproximadamente 1,5 metros de
comprimento, quando a planta se torna adulta, em média com 8 anos, embora
algumas espécimes possam chegar até 15 anos. Um dos aspectos inerentes do
sisal é que emite apenas uma floragdo em todo ciclo de vida, morrendo logo em
seguida (SEAGRI, 2010). Tem sua origem no México, regido de Yucatan,
pertence a familia Agavaceae e ao género Agave. A espécie mais cultivada é a
Agave sisalana Perrine e foi introduzida no Brasil pelo comendador Horacio Urpia
Junior, na Bahia, na regido de Madre de Deus e Maragogipe, por volta de 1903
trazidos da Flérida por uma empresa americana (WIKIPEDIA, 2010).

Por ser uma planta semixerdfita, o sisal necessita de clima quente e grande
luminosidade, condicdes que encontrou na regido do nordeste brasileiro para o
estabelecimento e expansao do seu cultivo. Além disso, devido as caracteristicas
da planta em possuir folhnas carnosas e suculentas, epiderme cutinizada e
redugdo de estbmatos, o sisal adaptou-se bem a regido semi-arida, onde
encontrou condigdes favoraveis para o seu crescimento. Teve sua disseminagao
inicialmente no estado da Paraiba e s6 depois na Bahia (CNA, 2010).

Com 92 mil toneladas colhidas em 2005, o Estado da Bahia € o maior
produtor de sisal do Brasil e responde por 94% de toda produgdo nacional,
atingindo uma area plantada de 200 mil hectares. O Brasil estd na primeira
posicdo do ranking mundial da produgdo de sisal (SEPLAN, 2006). Com
21.256,50 quildmetros quadrados, o Territério do Sisal, esta localizado na
Microrregido Nordeste do estado e abrange os municipios de Araci, Barrocas,
Biritinga, Candeal, Cansangéao, Conceigao do Coité, Ichu, Itiuba, Lamarao, Monte
Santo, Nordestina, Queimadas, Quijingue, Retirolandia, Santaluz, Sdo Domingos,
Serrinha, Teofilandia, Tucano e Valente. A Microrregido Piemonte da Diamantina
conta com 12 municipios com produgao significativa de sisal. Nesta regiao, 92,8%
das 29,5 mil propriedades rurais sao familiares, cuja area média é de 23,73 ha. A
outra Microrregiao produtora de sisal € a de Paraguagu, onde existem nove

municipios com plantio significativo desta cultura. Assim como nas outras regioes,



mais da metade da area é ocupada por propriedades familiares, que no total
superam 90% do numero de estabelecimentos rurais (CONSOLI, 2009).

A fibra beneficiada ou industrializada rende cerca de 82 milhdes de dolares
por ano em divisas para o Brasil, além de gerar mais de meio milhdo de empregos
na cadeia de servigos (UNIVERSIA, 2010).

Os subprodutos do sisal apds o desfibramento e/ou beneficiamento também
podem ser aproveitados. A mucilagem, apds ser retirada a bucha, é utilizada
como adubo orgéanico e na alimentagdo de rebanho bovino e caprino, mas em
pequenas quantidades e sem o tratamento adequado. O suco do sisal é rico em
ecogenina e é usado como medicamento ou bioinseticida, no controle de larvas
nos primeiros estagios de vida, nematoides e carrapatos. O substrato restante
ainda pode ser usado para o cultivo de cogumelos comestiveis (FAPESB, 2002).

Base da agricultura familiar dos municipios da regido sisaleira da Bahia, o
sisal é uma cultura muito importante para a regido uma vez que gera renda pela
venda local de produtos manufaturados e pela exportagcdo da fibra natural.
Contudo, nos ultimos anos a cultura vem sofrendo um declinio em sua produgao
devido a podridao vermelha, doenga causada pelo fungo A. niger (SOARES et al.,
2006).

A podriddo vermelha, também conhecida como podriddo do caule,
apresenta os seguintes sintomas: amarelecimento e murcha das folhas, com a
descoloracdo avermelhada do caule até a base das folhas e posterior
apodrecimento deste, causando o desprendimento do solo e morte da planta. As
folhas murchas ndo servem para o desfibramento e comercializagéo da fibra (SA,
2009).

Muito pouco se conhece sobre esta doenca. Entretanto, estudos
preliminares demonstram a reducdao e inibicdo do crescimento micelial,
esporulacdo e germinagado de esporos de A. niger, com a adicdo em meio de
cultura BDA (batata-dextrose-agar) de extratos vegetais como pata de vaca,
orégano, boldo e sabugueiro, em testes realizados in vitro, evidenciando o
possivel uso destes compostos para o controle alternativo da podridao vermelha
do sisal (SOUZA e SOARES, 2009a; SOUZA e SOARES, 2009b; SOUZA e
SOARES, 2009c; SOUZA e SOARES, 2009d).

Foram conduzidos em laboratério experimentos preliminares utilizando

extratos aquosos obtidos de cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.), alho



(Allium sativum), mastrugo (Chenopodium ambrosioides L.), nim (Azadirachta
indica), boldo (Peumus boldus), sabugueiro (Sambucus nigra), aroeira (Schinus
terebenthifolius Raddi), capim santo (Cymbopogom citratus), pata-de-vaca
(Bauhinea variegata L.), orégano (Origanum vulgare L.) e melao-de-sao-caetano
(Momordica charantia L.) para avaliar o efeito destes extratos no crescimento e
esporulacao de A. niger. Os melhores resultados para inibicao do crescimento de
A. niger foram obtidos com o extrato de alho (A. sativum L.), sendo este utilizado
no presente trabalho.

Desta forma, considerando o potencial de utilizacdo de extratos vegetais
para o controle de A. niger, agente causal da podriddo vermelha do sisal e a
utilizagdo do residuo de sisal para adubagao dos plantios de sisal, este trabalho
teve como objetivo avaliar do efeito fungitéxico do extrato aquoso de alho (A.
sativum L.) e sua utilizagdo para o controle da podriddo vermelha do sisal e o
efeito do extrato da folha de sisal no crescimento de A. niger e na incidéncia e

severidade da podriddo vermelha e manchas foliares em mudas de sisal.
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EXTRATO AQUOSO DE ALHO (Allium sativum L.) NO CONTROLE
DE Aspergillus niger E DA PODRIDAO VERMELHA DO SISAL

(Agave sisalana Perrine)

Liane Santos Sales Souza

Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO

O extrato de alho (Allium sativum L.) tem propriedades bactericida,
fungicida, vermifugo, antiviral, dentre outras, sendo muito utilizado na medicina
alternativa. Sabe-se que cerca de 30 componentes do alho possuem poder
terapéutico e sua capacidade fungitoxica diminui a germinagao de esporos de
varios fungos patogénicos. Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito fungitoxico do extrato aquoso de alho sobre Aspergillus niger e no
controle da podriddo vermelha do sisal (Agave sisalana Perrine). Foram avaliados
os seus efeitos sobre o crescimento micelial, esporulagéo, germinagéo de esporos
e colonizagdo de discos do caule de sisal por A. niger, e no controle da podridao
vermelha em mudas de sisal. O extrato aquoso de alho, quando esterilizado em
autoclave, perde o seu potencial inibitério. A partir da concentragdo de 3 % do
extrato, ocorreu a inibicao total do crescimento micelial e da esporulacao de A.
niger. Em todas as concentrag¢des testadas n&o ocorreu germinagéo dos esporos.
Os compostos volateis presentes no extrato aquoso de alho inibiram o
crescimento micelial e esporulagcdo de A. niger a partir da concentragdo de 15%
(alho em agua, p/v). Contudo, em condi¢cdes de casa de vegetagdo, o extrato de
alho nao promoveu o controle da podriddo vermelha em mudas de sisal.
Considerando a eficiéncia de 100% no controle in vitro de A. niger pelo extrato
aquoso de alho, sugere-se que diferentes formas de aplicagao do extrato de alho

na planta devem ser avaliadas.

Palavras-chave: controle alternativo, podriddo vermelha do sisal, alho
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GARLIC (Allium sativum L.) AQUEOUS EXTRACT IN THE
CONTROL Aspergillus niger AND RED ROT DISEASE OF SISAL

(Agave sisalana Perrine)

Liane Santos Sales Souza

Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT

Garlic (Allium sativum L.) extract has bactericidal, fungicidal, anthelmintic,
antiviral, and other properties. It is known that about 30 components of garlic have
healing properties and its fungitoxic activity inhibits spore germination of several
fungal pathogens that affect commercial plantations. Thus, this work aimed to test
the antifungal effect of garlic aqueous extract on growth and sporulation of
Aspergillus niger, and control of sisal (Agave sisalana Perrine) red rot
disease. The effects on mycelial growth, sporulation, spore germination,
colonization on sisal stem transversal cuts, and severity of red rot steam disease
on sisal seedlings. Garlic aqueous extract, when autoclaved loses its inhibitory
potential. Garlic aqueous extract in concentrations of 3% and above caused 100%
inhibition of A.niger mycelial growth and sporulation. All tested concentrations of
garlic extract inhibited A. niger spore germination. Growth of A. niger on pieces of
sisal stem tissue was inhibited when the pieces of tissue were immerged in garlic
extract at concentrations of 10% and above and when they were sprayed on with
the extract at concentration of 3% and above. However, under greenhouse
conditions, garlic extract did not promote control of red rot stem disease in sisal
seedlings. Considering that aqueous garlic extract inhibited A. niger growth and
sporulation in vitro, we suggest that different forms of plant application of garlic

extract should be tested.

Key-words: alternative control, sisal red rot disease, Allium sativum L
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INTRODUCAO

No territorio brasileiro existe uma enorme variedade de espécies vegetais
e, em virtude desta grande diversidade, estdo presentes recursos naturais com
potencial para o tratamento de doengas humanas, de animais e vegetais, o que
desperta o interesse pela busca de novas substancias e alternativas para o
controle de doengas (LORENZETTI, 2010).

A utilizagdo de extratos vegetais no controle alternativo de pragas e
doengas de plantas vem ganhando espago no meio cientifico, uma vez que a
sociedade vem pressionando as autoridades para uma possivel redu¢do no uso
indiscriminado de defensivos agricolas, numa tentativa de mudanga no modo de
viver, com a busca por produtos mais saudaveis e livres de substancias quimicas
que causam problemas de saude (MAIRESSE e COSTA, 2009).

Os extratos de plantas medicinais que apresentam propriedades
antifungicas podem ser uma alternativa ecolégica para substituir o uso de
defensivos quimicos e estes ainda podem ser associados as praticas de manejo
integrado de doengas o que pode atender a grande procura atual por produtos
para a produgdo agroecoldgica de alimentos (CARVALHO et al., 2002).

Trabalhos realizados com extratos vegetais evidenciam o potencial das
plantas medicinais no controle de fitopatdbgenos, por agédo fungitoxica direta,
inibindo o crescimento micelial e a germinagao de esporos e, pela capacidade de
induzir o acumulo de fitoalexinas (SCHWAN-ESTRADA et al., 1997;
STANGARLIN et al., 1999).

O extrato de alho (Allium sativum L.) € um dos mais estudados podendo ser
usado como bactericida, fungicida, vermifugo, antiviral e antiprotozoario
(CARRICONDE, 1988). Atualmente foram identificados cerca de 30 componentes
do alho que apresentam efeito terapéutico (KATZUNG et al. 2003). Este possui
duas substancias, a alinase e aliina, que sdo armazenadas de formas distintas e
quando as membranas celulares sao rompidas formam a alicina, substancia que
da o aroma caracteristico da planta e também atua na defesa da planta, quando
esta é atacada por patdégenos. Os efeitos da alicina se estendem contra varios
microrganismos, 0 que justifica a diversidade de meios para sua utilizagao
(TALAMINI e STADNIK, 2004). Tem sido relatada a capacidade fungitoxica do
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extrato de alho, diminuindo a germinacdo de esporos sexuados e de conidios de
uma gama de fungos fitopatogénicos (BASTOS, 1992; WILSON et al. 1997).

SILVA et al. (1999) demonstraram a atividade nematicida do extrato
aquoso de alho (A. sativum L.) sobre o nematdide-das-galhas do cafeeiro
(Meloydogine exigua). NOWACKI, (2005) utilizando o extrato de alho em galhas
nas raizes de couve chinesa demonstrou a significativa inibicdo da incidéncia,
quando comparado aos demais tratamentos, diminuindo a severidade destas
galhas nas plantas, além de nao causar fitotoxidade.

CONNER et al. (1984) estudando 6leo essencial de alho, demonstrou que
este inibiu oito espécies de leveduras. Neste mesmo sentido, QUINTAES (2001)
constatou em laboratério que o extrato fresco de alho tem a capacidade de inibir o
crescimento de 14 espécies de bactérias, entre as quais Stapylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli.

BOLKHAN e RIBEIRO, (1981) constataram que o uso de extrato de
bulbilhos de alho na concentragdo de 5000 ppm promoveu inibi¢do entre 37 e 76
% no desenvolvimento e crescimento do micélio de Cylindrocladium clavatum,
Fusarium moniliforme var. subglutinans e Rhizoctonia solani, respectivamente.
BRAND et al. (2006) estudando extrato de alho, obtiveram 100% de controle de
Trichoderma spp., 94,4% de Aspergillus spp. e 47,2% de Penicillium spp..
BARROS et. al., (1995) demonstraram em seus estudos o efeito do extrato de
alho sobre o crescimento micelial e germinagéo de conidios de Curvularia spp. e
Alternaria spp., apresentando inibicdo do crescimento micelial, com extrato
concentrado, preparado com 5 g de bulbos de alho descascados em 100 ml de
agua, com trituragao por 3 minutos.

A cultura do sisal (Agave sisalana Perrine) tem destaque na geragao de
renda e emprego na regido nordeste, sendo uma das poucas alternativas de
produgao agricola na regidao semi-arida do Nordeste. O Brasil € o pais que mais
produz e exporta esta fibra natural no mundo e o estado da Bahia € o maior
produtor de sisal no Brasil, com aproximadamente 94% da produgdo nacional
(SINDIFIBRAS, 2010). Base da agricultura familiar em muitos municipios da
regido sisaleira do estado da Bahia, o sisal € uma cultura com enorme
importancia social e econémica, pela facil adaptacao da planta semixerdfita ao

semi-arido, tornando-se muitas vezes a unica espécie cultivada em grande escala
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na maioria das propriedades rurais, ou pela agregagao de valores a populacéo
carente, uma vez que gera renda pela venda local de produtos manufaturados
através do artesanato (bolsas, tapetes, chapéus, etc.) e também pela exportagcao
da fibra natural, gerando empregos diretos e indiretos (CONSOLI et al., 2009).

Entretanto, a produtividade nas ultimas décadas tem decaido muito. Em
1989, a producdo brasileira chegou a 220.000 toneladas e atualmente é de
aproximadamente 110.000 toneladas (CNA, 2010). O motivo do declinio na
producdo anual da fibra de sisal se deve a queda do preco da fibra, falta de
investimento em tecnologia para a produgéo de sisal e beneficiamento da fibra e a
disseminagcdo da podriddo vermelha, doenga causada pelo fungo A. niger
(SOARES et. al., 2006), que causa a morte da planta e encontra-se disseminada
em 100% dos plantios na Bahia, com incidéncia média variando de 5 a 40%
(ALVES et al., 2005).

Poucos estudos foram realizados associando o efeito antifungico de
extratos vegetais ao agente causal da podridao vermelha do sisal, o fungo A.
niger, embora ja existam relatos de estudos com este fungo e a avaliagao de
extratos de pata de vaca, orégano, boldo e sabugueiro para o seu controle
(SOUZA e SOARES, 2009a; SOUZA e SOARES, 2009b; SOUZA e SOARES,
2009c; SOUZA e SOARES, 2009d).

O potencial antifungico do extrato de alho pode ser uma alternativa viavel
no controle da podriddao vermelha do sisal, visto que este tem acdo inibitoria
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 facil acesso, manuseio e preparo, além de ndo agredir o meio
ambiente, a depender da forma de aplicacao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do extrato aquoso de alho e
de seus compostos volateis sobre o crescimento micelial, esporulacdo e
germinacgao de esporos de A. niger e o controle da podriddo vermelha em mudas

de sisal.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao do extrato aquoso de alho (A. sativum L.) e preparo do meio de

cultivo

Bulbilhos de alho (A. sativum L.) comprados em comércio local foram
previamente lavados com agua destilada e triturados em liquidificador (200g em
1000 mL de agua destilada) por trés minutos, obtendo-se um extrato aquoso na
concentracdo de 20% (p/v). O extrato foi filtrado primeiramente em peneira
plastica, depois em funil de vidro contendo algodao estéril e por ultimo em
membrana de nitrocelulose (Millipore) com poros de 0,22 um de didmetro, sendo
acondicionado em tubos de centrifuga estéreis e mantido a 4°C até a realizacao
dos testes. As outras concentracdes estudadas do extrato 15%,10%, 5%, 3%,
2,50%, 2%; 1,75%, 1,50%, 1,25%, 1%, 0,75%, 0,50% e 0,25% foram obtidas
diluindo o extrato aquoso de alho na concentragéo inicial de 20% (p/v) ao meio de
cultura BDA, depois deste esterilizado em autoclave e quando se encontrava na
temperatura proxima ao ponto de solidificagdo. Para ndo ocorrer a diluicdo do
meio de cultura com a adicdo do extrato vegetal, no preparo deste meio de
cultura, diminuiu-se o volume de agua adicionado, de acordo com a quantidade

de extrato que seria adicionado apds a esterilizacdo do meio.

Efeito in vitro do extrato aquoso de alho (A. sativum L.) sobre o crescimento

micelial de A. niger

O extrato vegetal foi misturado em meio de cultura BDA (batata-dextrose-
agar), quando o meio se encontrava na temperatura proxima ao ponto de
solidificagdo, o qual foi vertido em placas de Petri. O fungo A. niger, isolado de
plantas de sisal com sintomas de podridao vermelha, foi multiplicado em meio
BDA por sete dias a temperatura ambiente (28+2°C) e discos de micélio com 5
mm de didmetro foram transferidos assepticamente para as placas de Petri
contendo o meio BDA com as diferentes concentracbes dos extratos aquosos e

incubados em BOD a 28°C. A avaliacao foi realizada no periodo de 7 a 14 dias,
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medindo-se o didmetro da cultura, com auxilio de uma régua milimetrada. A
medicdo foi realizada até quando 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 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 colbnia foi raspada com alga de Drigalski para a obtengdao da suspensao de
esporos. A contagem de esporos de A. niger foi feita com auxilio de cadmara de
Newbauer (hemacitébmetro) e microscopio ético, calculando-se a concentragao no
volume total de 20 mL.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos, o controle (meio BDA sem extrato aquoso de alho) e as
concentragbes de 1%, 5%, 10%, 15%, 20% (p/v) de extrato de alho, com cinco
repeticdes por tratamento. O mesmo experimento foi realizado utilizando o extrato

de alho esterilizado em autoclave.

Efeito in vitro do extrato aquoso de alho (A. sativum L.) sobre o crescimento
micelial de A. niger para determinagao da concentragdao minima inibitéria -
MIC

Na determinagdo do MIC, foi utilizada a mesma metodologia descrita
acima, com delineamento experimental inteiramente casualizado, com 11
tratamentos, o controle (meio BDA sem extrato aquoso de alho) e o meio BDA
com extrato de alho nas concentragbes de 0,25%; 0,5%; 0,75%; 1%; 1,25%;

1,50%; 1,75%; 2%; 2,5% e 3% (p/v), com cinco repeti¢des por tratamento.

Atividade antifungica do extrato aquoso de alho (A. sativum L.) sobre a

germinacgao dos esporos de A. niger

Uma aliquota de 40 pL da suspenséo de esporos (107 conidios/mL™") de A.
niger e de 40 pL do extrato aquoso de alho (A. sativum L.), nas concentragbes de
1%, 3%, 5%, 10%, 15% e 20% (p/v), filtrado em membrana de nitrocelulose
(Millipore, 0,22 pm), foram colocadas em laminas escavadas, sendo estas
mantidas em placas de Petri contendo papel de filtro umedecido com agua
destilada esterilizada e incubadas em BOD a 28 °C. Como testemunha foi

utilizada agua destilada esterilizada sem o extrato de alho. A porcentagem de
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germinacgao de esporos foi determinada inicialmente apds 14 horas de incubagao
e de hora em hora, para determinagéo do periodo e percentagem de germinagao
dos esporos de A. niger. Para a contagem de esporos germinados, adicionou-se
uma gota de azul algoddo em lactofenol as laminas com o bioensaio, para
paralisar a germinagao. A avaliagao foi realizada em microscépio 6tico, contando-
se 0 humero de esporos germinados e ndo germinados, num total de 200 esporos
em cada tratamento e cada repeticdo, sendo considerados como esporos
germinados aqueles que apresentavam a emissédo do tubo germinativo, com o
dobro do tamanho do esporo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete
tratamentos, o controle positivo (contendo agua destilada esterilizada na lamina
escavada) e as concentracbes descritas acima, com trés repeticbes por

tratamento.

Efeito do extrato aquoso de alho (A. sativum L.) sobre o crescimento de A.

niger em discos do caule de mudas de sisal

Foram cortados pedacos do caule de mudas de sisal em forma de discos
(cortes transversais), com aproximadamente 17 mm de didmetro x 5 mm de
altura. Em seguida, os discos do caule de sisal foram lavados e desinfestados em
alcool 70% e hipoclorito de sodio 1%, ambos por cinco minutos, seguido de duas
lavagens com agua destilada e esterilizada, conforme definido por SA, (2009).
Posteriormente, esses discos foram acondicionados em potes de plastico
descartaveis (potes com capacidade para 100 mL, um disco de sisal por pote),
contendo fina camada de papel toalha esterilizado no fundo. Os discos de sisal
foram borrifados por aspersdo com as concentracoes de 1%, 3%, 5%, 10%, 15%
e 20% do extrato aquoso de alho (A. sativum L.) e, em seguida, foram inoculados,
também por aspersao, dentro dos potes dos plasticos, com uma suspensao de
esporos de A. niger (1,6 mL da suspensao por disco de sisal, na concentragdo de
107 com’dios.mL'“). Foi utilizado um controle positivo composto por discos de
caule nao inoculados, com o propdsito de verificar a eficiéncia do processo de
desinfestacao desses discos. O material foi incubado em BOD a 28 °C por cinco
dias. Apds a incubagdo, os discos de sisal foram transferidos para frascos de

Erlenmeyer com capacidade de 50 mL, contendo 20 mL de solugéo salina (0,85%
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NaCl), com 100 uL de Tween 20, sendo estes agitados durante 1 minuto para
obtencdo da suspensado dos esporos da cultura de A. niger que cresceu nos
discos de sisal. A contagem de esporos de A. niger dessa suspensao foi feita com
auxilio de camara de Newbauer (hemacitdmetro) e microscopio 6tico, calculando-
se a concentracio de esporos no volume total de 20 mL da solucao salina.

Este teste foi realizado também com discos de sisal desinfestados e
tratados por imersao de 10 minutos nas concentragdes de 1%, 3%, 5%, 10%,
15% e 20% (p/v) do extrato aquoso de alho e, tendo como tratamento controle, o
disco imerso em agua destilada esterilizada. Em seguida, os discos foram
inoculados por aspersdo com suspensado de esporos A. niger (1,6 mL na
concentragao de 10”7 conidios. mL™).

O delineamento experimental dos dois experimentos foi inteiramente
casualizado com oito tratamentos, sendo o controle positivo (discos tratados com
agua destilada esterilizada), o controle negativo (discos somente inoculados com
A. niger) e as concentragbes de 1%, 3%, 5%, 10%, 15% e 20% (p/v), com cinco

repeticdes por tratamento.

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 seguindo a
metodologia descrita por YU et al. (2009). Meio de cultura BDA (batata-dextrose-
agar) foi vertido nas placas contendo os recipientes de aluminio, para que estes
pudessem ficar aderidos as placas, mas sem adicdo de meio de cultura nesses
recipientes (Figura 1). Foram colocados 2 mL do extrato vegetal, nas
concentragbées de 1%, 3%, 5%, 10%, 15% e 20% (p/v), 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 agua 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. A avaliagéo foi realizada no periodo de 7 a 14
dias, medindo-se o didmetro da cultura, com auxilio de uma régua milimetrada. A

medigao foi realizada diariamente até o periodo em que a cultura do tratamento
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controle atingiu as bordas da placa de Petri. Para a contagem de esporos, foram
adicionados a cultura de A. niger, 20 mL de agua destilada esterilizada com duas
gotas de Tween 20 e a coldnia foi raspada com alga de Drigalski para a obtengéo
de suspensdo de esporos. A contagem de esporos de A. niger foi feita com
camara de Newbauer (hemacitbmetro) e microscopio o6tico, calculando-se a
concentragcédo 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 concentragbes citadas acima de

extrato aquoso de alho, com cinco repeti¢des.

Figura 1. Bioensaio para avaliagdo do efeito de compostos volateis presentes no
extrato aquoso de alho (A. sativum L.) nas concentragdes de A) 0%; B) 5%; C)
10% e D) 20%, sobre o crescimento micelial de A. niger.

Efeito do extrato aquoso de alho (A. sativum L.) sobre a incidéncia e
severidade da podridao vermelha em mudas de sisal inoculadas com A.

niger

Na area experimental do Laboratorio de Fitopatologia e Microbiologia
Agricola do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas da Universidade
Federal do Recdncavo da Bahia (CCAAB-UFRB) foram plantadas mudas de sisal
oriundas de bulbilhos colhidos na regido sisaleira. Foram coletadas desta area,
245 mudas de sisal com aproximadamente 20 cm de altura, sendo estas
transplantadas para sacos de polietileno (21 x 14,5 cm) com capacidade para 1
dm?®, contendo solo de area de pastagem do campus de Cruz das Almas. As

mudas foram mantidas em estufa agricola, com irrigagao a cada quatro dias. Para
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a inoculacdo com A. niger foram feitas lesées padronizadas nas mudas (quatro
perfuracbes equidistantes, com 1 cm de profundidade e 1 mm de didmetro),
conforme descrito por SA, (2009). Em seguida, as mudas foram mergulhadas em
recipientes contendo o extrato aquoso de alho nas concentragdes de 1%, 5%,
10%, 15% e 20% (p/v), por dois minutos. Nos tratamentos controle com e sem a
inoculagéo com o fungo, as mudas foram mergulhadas em agua corrente por dois
minutos. Apds ficarem mergulhadas no extrato de alho, as mudas foram
colocadas em bandejas plasticas e mantidas por quinze minutos ao ar livre, sendo
em seguida inoculadas com A. niger via aspersao com suspensao de esporos na
concentragdo de 107 conidios.mL™ nas raizes e no caule com os ferimentos. No
tratamento controle positivo, as mudas foram tratadas com &gua destilada
esterilizada e ndo foram inoculadas. As mudas foram plantadas imediatamente
apos a inoculagdo, sendo mantidas em viveiro com 50% de sombreamento e
irrigadas a cada quatro dias com agua corrente. O experimento foi avaliado com
10 e 20 dias apo6s a inoculagéo, avaliando-se a incidéncia e severidade da
doenga. Na avaliacdo da severidade, utilizou-se a escala de notas descrita por SA
(2009), ilustrada na figura 2. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com sete tratamentos, o controle positivo e 0 negativo e as
concentragcées de 1%, 5%, 10%, 15% e 20% (p/v), com 35 repeticbes por

tratamento.
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Figura 2. Escala de notas adotada por SA (2009), para avaliar a severidade da
podriddo vermelha de sisal em mudas inoculadas. (A) Nota 0 - Planta sadia; (B)
Nota 1 - Sintoma inicial, escurecimento dos tecidos internos do caule; (C) Nota 2 -
Vermelhidédo dos tecidos internos do caule; (D) Nota 3 - Planta morta.

Analise estatistica dos dados obtidos

Os dados relativos a inibicdo do crescimento micelial, esporulagdo (em
placas de Petri com meio de cultura e em discos de caule de sisal) germinagéo de
esporos e efeito de compostos volateis sobre o desenvolvimento 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 (FERREIRA,
2000). O indice de Doenca (ID) foi obtido a partir da média ponderada das notas,

conforme (MCKINNEY, 1923), utilizando-se a seguinte expressdo matematica:

ID=3(n*f)/z*N

em que: ID é o indice de Doenca; n é a nota de severidade conferida & planta

avaliada; f é a frequéncia das notas no total das plantas avaliadas; Z é o valor
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numerico da nota maxima na escala; e N € o total de observacdes.Para cada data
de avaliagcédo foi calculado o ID, obtendo ao final o ID acumulado do periodo

avaliado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato aquoso de alho, esterilizado por filtragao, na concentragcédo de 1%
inibiu em 41,19% o crescimento micelial de A. niger. Entretanto, a esporulagéo do
fungo aumentou em 92,52% no meio BDA com extrato de alho na concentragao
de 1%, quando comparada ao tratamento controle e, nas demais concentragdes
nao ocorreu esporulagdo, ndo sendo possivel desta forma, ajustar a equagao
(Figura 3). A partir da concentragéo de 5% do extrato de alho em BDA, ocorreu
inibicdo em 100% do crescimento micelial de A. niger. FRENCH (1992), afirma
que muitos compostos quimicos volateis podem estimular ou inibir o
desenvolvimento e a germinagao de esporos de fungos em determinadas
concentracoes.

BRAND et al. (2009) estudando o extrato aquoso de alho, obteve 100% de
controle de Trichoderma spp. e 94,4% de controle de Aspergillus spp. Nos
estudos de LEMAR et al. (2005) observou-se que a aplicagao de extrato de alho
causou um estresse oxidativo em células de Candida albicans, o que levou a
inibicdo do crescimento das colbnias do fungo e a desestruturagao dos seus
componentes celulares.

Quando esterilizado em autoclave, o extrato aquoso de alho nao inibiu o
crescimento micelial de A. niger, mas inibiu a esporulacdo em 82,7%, 74,9%,
79,3% e 83,4% nas concentragbes de 5%, 10%, 15% e 20%, respectivamente,
quando comparado ao tratamento controle (Figura 3). A diminuicdo do efeito de
inibicdo do crescimento micelial do fungo foi atribuida a forma de esterilizagao
(RIBEIRO e BEDENDO, 1999). Em estudo sobre o efeito in vitro do extrato de
Curcuma longa e da curcumina sobre Alternaria solani em tomateiro, comparando
o extrato bruto e o autoclavado, foi demonstrado que quando autoclavados, estes

nao apresentaram inibicdo do crescimento micelial nem da germinagdo de
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esporos € a inibicdo da esporulagdo foi menor, indicando a presenca de
compostos antimicrobianos termolabeis no extrato (BALBI-PENA et al., 2006).
Desta forma, o extrato aquoso n&o autoclavado de alho (A. sativum L.) tem
maior potencial inibitério sobre o crescimento micelial e esporulacdo de A. niger
em relacdo ao mesmo extrato quando submetido a tratamento com altas
temperaturas, fato que pode estar associado a presenca de compostos fixos que

se degradam em altas temperaturas (120°C por 15 minutos).
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Figura 3. Esporulacdo de A. niger por didmetro de colbnia, em meio batata
dextrose agar com a adicdo de extrato aquoso de alho (A. sativum L.), em
diferentes concentragdes, aos 14 dias apds a incubagao. (A) Extrato esterelizado
em autoclave; (B) Extrato esterelizado por filtragéo.
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A concentragdo minima inibitéria (MIC) do extrato aquoso de alho sobre A.
niger foi definida para a inibicao total do desenvolvimento do fungo. Neste
trabalho, a concentragdo de 3% do extrato testado inibiu em 100% o crescimento
micelial e esporulagdo de A. niger. Nas concentragdes de 1,75% e 2,00% de
extrato de alho ocorre inibigdo do crescimento micelial em aproximadamente
13,25% e com 2,5% de extrato de alho ocorre a inibicdo em 44,5%. Em relagéo a
esporulagao do fungo, a partir da concentragéo de 0,5% do extrato aquoso de
alho, ocorreu inibicdo de 86% da esporulacdo e, a medida que se aumenta a
concentragdo aumenta a inibicdo chegando a 100% com a adigdo de 3% 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).
BARROS et al. (1995) estudando a inibi¢do do crescimento micelial e germinacao
de conidios de Curvularia spp. e Alternaria spp, na presenca do extrato de alho

(A. sativum L.), encontraram valor de MIC igual a 5%.

Tabela 1. Taxa de inibicdo da esporulagédo de A. niger por didmetro de colbnia,
na presenca de diferentes doses de extrato aquoso de alho (A. sativum L.),
avaliada 14 dias apés incubacgéo.

Concentracao do extrato Taxa de inibicdo da esporulagao (%)
aquoso de alho (%)em
meio BDA*
0,25 18
0,50 86
0,75 89
1,00 87
1,25 88
1,50 84
1,75 84
2,00 90
2,50 95
3,00 100
5,00 100
10,00 100
15,00 100
20,00 100

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

Com relagédo ao experimento para avaliar a germinagao de esporos de A.

niger, foi observada a emissdo do tubo germinativo apds 16 horas de incubagao
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(Figura 4). O extrato aquoso de alho, em todas as concentragdes avaliadas ( 1%,
3%, 5%, 10%, 15% e 20% (p/v)), causou 100% de inibicdo da germinagdo de
esporos. Apenas no tratamento controle, utilizando agua destilada esterilizada, foi
observada a germinagdo de esporos. SOUZA et al.( 2007), avaliando a
germinagao de esporos de Fusarium proliferatum relataram que, a partir das
concentragdes de 2,5% de extrato aquoso de alho (A. sativum L. ) e de capim
santo (Cymbopogon citratus Stapf.), ocorreu o decréscimo na germinagao do
patogeno.

Os compostos presentes no extrato aquoso de alho (A. sativum L.) inibem
a germinagao de esporos de A. niger, mesmo em baixas concentra¢des. A agao
das fitoalexinas sobre os fungos inclui a granulagédo citoplasmatica, a
desorganizagado dos conteudos celulares, inibicdo da germinagdo e elongagéao do
tubo germinativo por algumas enzimas, com consequiente inibicado ou redugéo do
crescimento micelial (LO et al.,, 1996). KRUGNER e BACCHI (1995), citados por
BERGAMIN et al.(1995), descrevem que compostos secundarios fixos como
saponinas e flavondides, presentes nos extratos aquosos ou em 6leos essenciais,

podem inibir ou estimular a esporulagao e o crescimento micelial de fungos.
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LN .
Figura 4. Esporo de A. niger germinado apds 16 horas de incubagdo em agua

destilada esterilizada.

No presente trabalho, observamos que o extrato aquoso de alho (A.
sativum L.) inibiu a germinagcéo dos esporos de A. niger em 100% em todas as
concentragbes avaliadas e, quando em contato direto com o extrato vegetal,
ocorreu 100% de inibicdo do crescimento micelial do fungo. Nos discos de sisal
imersos no extrato aquoso de alho, ndo ocorreu crescimento micelial nem

esporulagéo do fungo a partir da concentragao de 10% do extrato de alho (Figura
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5). Entretanto, nos discos borrifados com o mesmo extrato, ocorreu inibicdo do
crescimento de A. niger e a partir da concentragdo de 3%. O extrato de alho a 1%,
quando borrifado nos discos de sisal, promoveu a inibicdo da esporulagdo do
fungo em 52,2%. Estes resultados sugerem que a aplicagcdo do extrato por
aspersao é mais eficiente que a aplicacao por imersdo dos discos no extrato de
alho, uma vez que mesmo em menores concentragbes obteve-se inibicdo do
crescimento micelial de A.niger.

A inibicdo do crescimento micelial e da esporulagdo de A. niger nos discos
de sisal indica que o extrato aquoso de alho (A. sativum L.) tem agao fungitoxica,
também quando na presenga do tecido vegetal da planta (Figura 5), sugerindo
que este tem o potencial de controle da podridao vermelha, quando aplicado de

forma correta na planta.

Figura 5. Discos desinfestados de caule de sisal, tratados por imersao no extrato
aquoso de alho nas concentracdes de A) 0%; B) 1%; C) 5%; D) 10% e E) 20%,
inoculados com A. niger e incubados por cinco dias a 28+2°C.

No experimento em que o extrato de alho foi borrifado no disco de sisal, o
volume do extrato utilizado pode ter contribuido para a inibicdo do crescimento

micelial do fungo uma vez que, o disco de sisal e o papel toalha dentro dos potes



36

de plastico ficaram molhados. No experimento em que os discos de sisal foram
imergidos no extrato de alho, o papel toalha nao ficou umedecido com o extrato e

ocorreu desenvolvimento do fungo nas concentragdes de até 5% (Figura 5 e 6).
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Figura 6. Esporulacéo de A. niger em disco de sisal inoculados com A.niger e
incubados por cinco dias a 28+2°C, (A) tratamento por imersao no extrato de alho,
(B) tratamento por aspersao do extrato de alho.
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Estes resultados também sugerem que compostos volateis, além dos fixos,
presentes no extrato aquoso de alho podem também ter contribuido para a
inibicdo do crescimento de A. niger, uma vez que o extrato que permaneceu no
papel toalha pode ter disponibilizado compostos volateis. Para a avaliagcdo do
potencial dos compostos volateis presentes no extrato de alho, um bioensaio foi
conduzido com recipientes de aluminio colocados no interior da placa de Petri,
onde se colocou o extrato de alho, de forma que o meio de cultura e a cultura do
fungo ndo tivessem contato direto com o extrato, podendo dessa forma avaliar o
efeito de compostos volateis.

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
concentracbes de 10% e 15% respectivamente, atingindo 57,14% na
concentracdo de 20% (Figura 7). A taxa de esporulagdo do fungo diminui em
34,48% na concentracao de 15% e nas concentracbes de 3% e 5% ocorreu um

estimulo na esporulagéo em torno de 25,86% (Figura 8).
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Figura 7. Crescimento micelial de A. niger no meio BDA em placas de Petri
contendo recipientes com extrato aquoso de alho, em diferentes concentragdes,
sem contato direto do fungo e do meio com o extrato, evidenciando o efeito de
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compostos volateis produzidos pelo extrato aquoso de alho na placa, observagao
com 7 e 14 dias de incubacao.
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Figura 8. Esporulacdo de A. niger por didmetro de col6nia em meio BDA em
placas de Petri contendo recipientes com extrato aquoso de alho, em diferentes
concentragbes, 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, (A) Observagao com 7 dias de incubacgéo ; (B) Observagao com 14
dias de incubacao .

Segundo FRENCH (1992), a difusdo de tragos de compostos volateis pode
induzir ou inibir a germinagdo ou o crescimento, ou desencadear alteragdes no
desenvolvimento em plantas e fungos. Nos estudos realizados por SIMOES e
SPITZER (2000), uma possivel atribuicao para a redugao do potencial de inibigdo

pode ser a volatilizagdo dos constituintes dos extratos ou 6leos, e/ou a
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instabilidade na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais modificando a
atmosfera no interior das placas de Petri. Segundo KUBOTA et al. (1999), as
substancias que representam os 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.

Os compostos volateis presentes no extrato aquoso de alho tém acao
fungitoxica sobre A. niger, uma vez que o crescimento micelial e a esporulagéo
foram reduzidos com o tratamento com extrato de alho, sem o contato direto do
fungo com o extrato nas concentragdes acima de 10%.

Apesar de ter sido observado um efeito significativo in vitro do controle de
A. niger com extrato aquoso de alho, incluindo os ensaios nos discos de caule de
sisal, os testes realizados em mudas de sisal, em viveiro, ndo demonstraram
eficiéncia deste extrato no controle da podriddo vermelha em mudas de sisal
(Figura 9). O extrato aquoso de alho na concentragao de 15% retardou um pouco
0 aparecimento e a severidade dos sintomas de podriddo vermelha nas plantas
de sisal. Nas demais concentragdes, o indice da doenga foi também um pouco
menor nas mudas tratadas com extrato de alho, em comparagdo com as mudas
do tratamento testemunha, inoculadas com o fungo, embora quando se usou a

concentracao de 20% do extrato aquoso o indice de doenga aumentou (Figura 9).
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Figura 9. Proporgdo de plantas de sisal com sintomas de podriddao vermelha,
apos tratamento com extrato de alho e inoculagdo com A. niger no caule com
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ferimento, em avaliagdo realizada com 20 dias. Controle negativo (mudas
imergidas em agua destilada e inoculadas por aspersao da suspensao de A. niger
10”7 /mL™ conidios) e controle positivo (mudas nao inoculadas, no local da lesao
foi aplicada apenas agua destilada)

Em condi¢des controladas, in vitro, n&o ocorreu o desenvolvimento do
fungo na presenga do extrato vegetal, a partir da concentragcédo de 3%. Entretanto,
nas mudas de sisal, o extrato de alho ndo controlou a doenga, sugerindo que este
nao inibiu o desenvolvimento do fungo, ocorrendo infecgdo e colonizagdo dos
tecidos de sisal e desenvolvimento dos sintomas de podriddao vermelha.
Possivelmente, a forma de aplicagdo do extrato, por imersao da raiz e caule da
muda de sisal, interferiu na acdo deste no controle do fungo. Formas diferentes
de aplicacdo do extrato na planta devem ser posteriormente avaliadas.
CORDEIRO (2008) ao estudar extratos etandlicos de plantas medicinais afirma
que quanto maior o tempo de exposicdo destes com o0 organismo a ser
controlado, maior € o potencial inibitério do extrato. Em seus estudos com extrato
aquoso filtrado das fibras de sisal utilizado para inibigdo do desenvolvimento de
larvas de mosquitos, PIZARRO et al. (1999) afirmaram que diminuindo as doses
do extrato e aumentando o tempo de exposi¢cao deste com as larvas também se
tem resultados satisfatorios. Assim, seria necessaria a elaboracdo de estudos
mais detalhados para determinar o tempo ideal de exposi¢ao da planta ao extrato
aquoso de A. sativum L. e as formas de aplicagdo do extrato para garantir a
inibicdo do desenvolvimento de A. niger e controle da podriddo vermelha do caule

do sisal.

CONCLUSOES

1. O extrato aquoso de alho (A. sativum L.), quando esterilizado em autoclave,
diminui consideravelmente suas propriedades inibitorias sobre o fungo A. niger;

2. O extrato de alho esterilizado por filtracdo controla o crescimento micelial e
esporulagao in vitro de A. niger em 100 % nas concentra¢des acima de 3 %;

3. a aplicacao do extrato aquoso de alho por imerséo das raizes e caule da muda
por dois minutos ndo promoveu o controle da podriddo vermelha em mudas de
sisal, nas concentracbes de 1 %, 3 %, 5 %, 10 % e 20 %, ocorrendo diminui¢ao

do indice de doengas nas plantas com a adi¢éo de 15 % do extrato;
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4. Os testes in vitro indicam o potencial de uso de extrato de alho para o controle
de A. niger. Entretanto, no controle da podriddo vermelha do sisal, a metodologia

de aplicacdo do extrato deve ser mais estudada.
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EXTRATO AQUOSO DE SISAL (Agave sisalana Perrine) NO CONTROLE DA
PODRIDAO VERMELHA E MANCHAS FOLIARES CAUSADAS POR
Aspergillus niger NO SISAL

Liane Santos Sales Souza
Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO

O Brasil € o pais que mais produz fibra de sisal no mundo e varias familias
nordestinas dependem desta atividade agroindustrial para garantir a sua
sobrevivéncia. O sisal € uma planta semi xerofita que foi trazida do México e logo
se popularizou no semi-arido nordestino. A Agave sisalana Perrine apresenta em
sua composicao quimica varios compostos organicos, como o acido oxalico, a
cortisona e a saponina, substancias que tém sido relacionadas a processos de
interagdo planta-animal, por causarem efeitos de irritacdo, antibiose ou toxidade.
Varios estudos realizados comprovam a agéo inibitéria do extrato obtido do sisal a
varios tipos de fungos e bactérias patogénicas. Este trabalho teve o objetivo de
avaliar o efeito do extrato aquoso de folhas de sisal sobre crescimento micelial,
esporulacdo, germinagao de esporos de Asperqgillus niger e nas lesdes foliares e
podriddo vermelha do caule de sisal. O extrato aquoso de sisal, nas
concentracdes estudadas, ndo inibe o crescimento micelial e esporulacdo de A.
niger. Em todas as concentragdes, ocorreu o estimulo da germinacédo dos
esporos. As lesdes foliares s6 ocorreram com a instalacdo de camara umida e
aumentaram de tamanho a medida que aumentou a concentragao do extrato de
folha. Em condigdes de casa de vegetagdo, o uso do extrato aquoso de sisal
causou o aumento na intensidade e severidade da doencga e, nas concentragdes
acima de 30%, todas as plantas morreram no periodo de 10 dias apos a

inoculacéo.

Palavras-chave: sisal, controle alternativo, podriddo vermelha, extratos vegetais,

Aspergillus niger
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SISAL (Agave sisalana Perrine) AQUEOUS EXTRACT AND
CONTROL OF RED ROT DISEASE AND LEAF SPOTS CAUSED BY
Aspergillus niger ON SISAL

Liane Santos Sales Souza

Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT

Brazil is the country with the highest production of sisal fiber in the world and
many families in the north eastern region depend on this agro-industrial activity to
ensure their survival. Sisal (Agave sisalana Perrine) is a semi xerophytic plant hat
was brought from Mexico and soon became popular in the semi-arid region. Agave
sisalana L. has amongst its chemical compounds, oxalic acid, cortisone and
saponin, substances which have been associated with plant-animal interactions,
with mechanisms of irritation, toxicity or antibiosis. Several studies have shown the
inhibitory action of sisal extract against several types of fungi and bacterial
pathogens. This study aimed to evaluate the effect of aqueous extract from the
leaves of sisal on mycelial growth, sporulation, and spore germination of
Aspergillus niger,and on leaf spots and stem red rot disease of sisal. The aqueous
extract of sisal, in the concentrations studied, did not inhibit mycelial growth and
sporulation of A. niger. At all concentrations, stimulation of A. niger spore
germination was observed. Leaf lesions only occurred with the use of a humid
chamber and increased with the increase in sisal extract concentrations. Under
green house conditions, the use of sisal leaf extract causes an increase in disease
incidence and severity, leaves only occurs with the installation of a moist chamber
and increase in size with increasing concentration of the extract. Under
greenhouse conditions the use of aqueous extract sisal increases the intensity and
severity of disease, and with concentrations of 30% and above, all plants died in a
period of ten days after inoculation.

Key-words: sisal, sisal alternative control, plant extracts, red rot disease,
Aspergillus niger.
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INTRODUGAO

O semi-arido do nordeste brasileiro, regido com a maior produgcao mundial
de fibra de sisal, depende desta cultura para geracdo de renda e de empregos
diretos e indiretos, e a garantia da sobrevivéncia de mais de 700.000 familias,
pois em muitos municipios esta é a principal atividade agroindustrial (SILVA e
BELTRAO, 1999).

A planta de sisal, originaria do México, foi trazida para o Brasil e logo se
disseminou pelo semi-arido baiano. O sisal € uma monocotileddnea pertencente
a classe Liliopsida, ordem Liliales e a familia Agavaceae, sendo a espécie mais
cultivada no Brasil a Agave sisalana Perrine. Segundo AZZINI et al. (1998) esta é
praticamente a Unica espécie cultivada em nosso Pais para a producao de fibras
denominadas "fibras duras" ou estruturais e as suas caracteristicas agronédmicas
e tecnoldgicas tém permanecido inalteradas em decorréncia de sua propagacao
vegetativa, por meio de bulbilhos e rebentdes.

No beneficiamento do sisal, apenas 4% da folha produz uma fibra rigida
que é usada para diversos fins, como producdo de cordas, artesanato, tapetes,
etc., e o restante 96% € composto de residuos sdlidos e liquidos, denominados de
mucilagem e suco, que sdo normalmente descartados, utilizados para adubagao
dos plantios e para alimentacédo animal (OASHI, 1999).

Nas ultimas décadas tém-se verificado um declinio na produgéo de sisal no
semi-arido, sendo este fato atribuido, entre outros fatores, a problemas
fitossanitarios que incluem a podriddo vermelha do caule (WANDERLEY FILHO et
al., 2006), causada pelo fungo Aspergillus niger (SOARES et al., 2006). A falta de
nutrientes também pode causar sintomas de amarelecimento e murcha das folhas
de sisal, o que também interferem na produtividade da cultura (SALGADO et al.,
1982)

O suco de sisal apresenta em sua composi¢cao quimica, varios compostos
organicos, como o acido oxalico, a cortisona e a saponina, substancias que tém
sido relacionadas a processos de interacdo planta-animal, por causarem efeitos
de irritagcao, antibiose ou toxidade (PIZARRO, 1999; WILKOMIRSKI et al.,1975).

As saponinas sao glicosideos formados por uma aglicona com esqueleto de
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triterpeno, esterdide ou alcaléide esterdidal, a qual esta ligada uma (saponina
monodesmosidicas) ou duas (saponina bidesmosidicas) cadeias de acgucares,
que podem ser lineares ou ramificadas. Na A. sisalana as sapogeninas (por¢ao
nao glicosidicas de uma saponina) encontradas sao: tigogenina e a diosgenina,
ambas com funcbes analgésicas, anti-oxidantes e anti-inflamatorias e a
hecogenina, com a fungao principal de sintese de corticosterdides, sendo esta
ultima encontrada em maior quantidade (OLIVA NETO et al., 2005).

Estudos realizados por GONCALVES JUNIOR (2002) demonstraram o
efeito do suco do sisal no controle do nematdide de galhas do tomateiro.
PIZARRO (1998, 1999) diagnosticou acdes biocidas do extrato aquoso de sisal
em relagdo ao carrapato bovino e larvas dos mosquitos Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus. O suco fresco de sisal foi utilizado em plantas de milho em
diferentes idades, sem causar fitotoxidade nas plantas (NEGREIROS et al., 2006).
O extrato produzido da folha de sisal alterou o crescimento micelial, producéo e
fertilidade de picnidios de Botrydiplodia theobromae (LARANJEIRA et al., 1995).
O suco curtido de Agave sisalana L. controlou os fungos Aspergillus sp. e
Fusarium sp., em torno de 47,2 e 39,5%, respectivamente (BARRETO et al.,
2010). O extrato aquoso de agave (Agave sisalana Perrine) teve efeito inibitorio
na germinagao de conidios e impedimento do crescimento micelial em Fusarium
oxysporum, reduzindo a intensidade de murcha em feijdo vagem (MORAIS,
2004).

No trabalho de VERASTEGUI et al. (1996) citado por SANTOS et al.(2009)
foram avaliados extratos etanolicos de Agave lechiguilla contra 20 micro-
organismos (Clostridium  perfringens, Listeria ~monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, E. coli, Proteus vulgaris, Salmonella thyphimurium, Shigella
dysenteriae, Nocardia asteroides, Nocardiabrasiliensis, Candida krusei, Candida
albicans, Céandida rugosa, Cryptococcus neoformans, Cryptococcus Laurenti,
Cryptococcus albidus, Microsporum canis,Microsporum gypseum, Trichophyton
tonsurans, Epidermophyton floccosum e Sporotrix schenckii), apresentando agao
deste extrato contra as bactérias C. perfringens e S. dysenteriae e todos os
fungos testados, exceto C. krusei.

Existem poucos trabalhos utilizando extratos vegetais para o controle do A.
niger na cultura do sisal, embora estudos preliminares utilizando extratos de pata

de vaca, orégano, boldo e sabugueiro demonstraram reducédo e inibicdo do
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crescimento micelial, esporulagao e germinacgao de esporos (SOUZA e SOARES,
2009a; SOUZA e SOARES, 2009b; SOUZA e SOARES, 2009c; SOUZA e
SOARES, 2009d).

Considerando que os produtores da regido sisaleira utilizam o residuo do
desfibramento do sisal (mucilagem e suco) para adubag¢ao dos plantios de sisal e
alimentacgao animal, torna-se necessario avaliar o efeito destes residuos agricolas
no crescimento do fungo A. niger e na incidéncia e severidade da podriddo
vermelha do sisal.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato aquoso da folha de
sisal (A. sisalana Perrine), sobre o crescimento micelial e esporulagdo de A. niger
e o desenvolvimento de manchas foliares e da podriddo vermelha do caule,

causadas por A. niger em plantas de sisal.

MATERIAL E METODOS

Obtencgao do extrato aquoso de sisal (Agave sisalana Perrine)

Folhas de sisal (Agave sisalana Perrine) foram lavadas com agua destilada e
trituradas em liquidificador (750 g de folhas em 1000 mL de agua destilada) por
trés minutos, obtendo-se extrato aquoso com a concentragdo de 75% (p/v). O
extrato foi filtrado em funil de vidro contendo algodao estéril e por ultimo em
membrana de nitrocelulose (Millipore) com poros de 0,22 um de didmetro, sendo
este armazenado em tubos de centrifuga com tampa de rosca, esterilizados, a
temperatura de -20°C até sua utilizacdo. As outras concentracbes foram obtidas
por diluicdo do extrato aquoso na concentragao inicial de 75% com agua destilada

e esterilizada ou no meio de cultura batata dextrose agar (BDA).

Efeito in vitro do extrato aquoso de sisal sobre o crescimento micelial e

esporulagao de A. niger

Nos ensaios in vitro, utilizou-se 0 meio de cultura batata dextrose agar
(BDA\) esterilizado em autoclave a 120°C, por 20 minutos. O extrato de sisal

preparado e esterilizado, conforme descrito acima foi incorporado ao meio de
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cultura BDA, quando o meio se encontrava na temperatura proxima ao ponto de
solidificacao, sendo em seguida vertido em placas de Petri. O meio de cultura
BDA foi preparado com a quantidade de agua necessaria para completar para 1
litro com a adicdo do extrato, evitando-se assim a diluicdo do meio com a
incorporacdo do extrato de sisal. No tratamento controle utilizou-se o meio de
cultura BDA sem a adig¢ado do extrato de sisal.

O fungo A. niger, isolado de plantas de sisal com sintomas de podridao
vermelha do caule, foi multiplicado em meio BDA por sete dias a temperatura
ambiente (28+2°C) e discos de micélio com 5 mm de didmetro foram transferidos
para as placas de Petri contendo o meio BDA com as diferentes concentragbes
dos extratos aquosos. As culturas foram incubadas em camara tipo BOD a £28 °C
€ a avaliacado do crescimento micelial foi realizada no periodo de 7 a 14 dias,
medindo-se o didmetro da colénia, com régua milimetrada. A medicao foi
realizada até quando a colénia do tratamento controle atingiu as bordas da placa
de Petri. Para a contagem de esporos, foram adicionados 20 mL de agua
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 em camara de Newbauer (hemacitdmetro), com auxilio de um
microscopio 6tico, com aumento de 400X, calculando-se a concentracdo de
esporos no volume total da suspensao de esporos (20 mL).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos, sendo o tratamento controle (meio BDA sem extrato aquoso de sisal)
e 0s seguintes tratamentos: meio BDA com as concentragdes de 15%, 30%, 45%,
60% e 75% (p/v) de extrato aquoso de folhas de sisal, com cinco repeti¢cdes por

tratamento.

Efeito do extrato aquoso de sisal sobre a germinagao de esporos de A. niger

Uma aliquota de 40 pL da suspensdo de esporos de A. niger (107
conidios.ml™") e uma aliquota de 40 pL de cada uma das concentracdes do extrato
aquoso de sisal 15%, 30%, 45%, 60% e 75% (p/v), fitrado em membrana de
nitrocelulose (Millipore, 0,22 ym) foram colocadas em laminas escavadas e como

testemunha foi utilizada agua destilada esterilizada. As laminas escavadas foram
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mantidas em camara umida em placas de Petri contendo papel de filtro
umedecido com agua destilada esterilizada e foram incubadas em BOD a 28+2°C.
A porcentagem de germinacao de esporos foi determinada inicialmente 15 horas
apds a incubacido e posteriormente de hora em hora. Para a determinagdo do
periodo de germinacado de esporos, estes foram avaliados a cada hora, sendo
considerado o periodo em que aproximadamente 100% dos esporos do
tratamento controle estavam germinados. Antes da contagem, para paralisar a
germinagao de esporos foi colocada uma gota de azul algodao de lactofenol nas
lAminas escavadas contendo as suspensdes de esporos. A avaliacao foi realizada
em microscopio otico, contando-se o numero de esporos germinados e nao
germinados, num total de 200 esporos por repetigéo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés
repeticbes por tratamento e seis tratamentos. Os tratamentos controles foram
constituidos por esporos em agua destilada esterilizada e foram avaliadas as
seguintes concentragcbes de extrato aquoso de folha de sisal: 15%, 30%, 45%,
60% e 75% (p/v).

Efeito do extrato aquoso de sisal sobre A. niger nas condigdes de casa de

vegetacao.

Na avaliacido do efeito do extrato aquoso na severidade da podridao
vermelha do sisal, 280 mudas de sisal oriundas de bulbilhos plantados na area
experimental do Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia Agricola, no Campus
de Cruz das Almas da UFRB, foram plantadas em sacos de polietileno (21 x 14,5
cm) com capacidade para 1 dm?, contendo solo de area de pastagem do Campus
de Cruz das Almas. As mudas de sisal com aproximadamente 25 cm de altura,
foram mantidas em estufa agricola com sombreamento de 50%. Para a
inoculagdo de A. niger, foram feitas lesbes padronizadas nas mudas (quatro
perfuracbes equidistantes, com 1 cm de profundidade e 1 mm de didmetro, no
caule), conforme descrito por SA (2009). As mudas foram imersas em recipientes
contendo o extrato aquoso de sisal, nas concentragoes de 15%, 30%, 45%, 60%
e 75% (p/v), por dois minutos, exceto no tratamento controle, no qual as mudas
foram imersas em agua por dois minutos. As mudas foram retiradas do extrato,

colocadas em bandejas plasticas para secar ao ar livre por quinze minutos e, em
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seguida, foram inoculadas com A. niger via aspersdo de suspensao de esporos
na concentracado de 107 conidios.mL™ nas raizes e no caule, sendo plantadas
imediatamente apds a inoculagdo. No tratamento controle positivo foi aplicado
somente agua destilada esterilizada no local das lesbes e no tratamento controle
negativo, as mudas sofreram ferimentos, foram imersas em agua e inoculadas
com A. niger. O experimento foi avaliado com 10 e 20 dias, sendo avaliadas 20
plantas de cada parcela do experimento para incidéncia e severidade da doenca,
utilizando-se a escala descrita por SA (2009).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete
tratamentos, o controle positivo e o negativo e as concentragdes descritas acima,

com 20 repeticdes por tratamento.

Efeito do extrato aquoso de sisal sobre a severidade de manchas foliares

causadas por A. niger em plantas de sisal

Foram coletadas sete plantas de sisal da area experimental do Laboratério
de Fitopatologia e Microbiologia Agricola, no Campus de Cruz das Almas da
UFRB e plantadas em vasos com capacidade para 5 Kg, contendo solo de area
de pastagem do Campus de Cruz das Almas. De cada muda foram selecionadas
10 folhas. Em cada uma das 10 folhas foram feitos dois furos equidistantes
causando uma lesdo de 2 mm de comprimento. Sobre as folhas lesionadas foram
aplicados os tratamentos. O delineamento experimental foi em blocos
casualizados com sete tratamentos: controle positivo constando apenas de agua,
controle negativo com apenas a suspensao de A. niger, e as concentragbes de
15%, 30%, 45%, 60% e 75% (p/v) do extrato aquoso de folhas de sisal e
inoculagdo com A. niger, por aspersédo de suspensdo de esporos na concentragao
de 107 conidios.mL™", na regido do ferimento na folha. As mudas foram envoltas
por sacos plasticos de 100 litros para formar uma camara umida (Figura 1). O
saco plastico foi retirado apds 48 horas. As avaliagcbes forma feitas com 4, 8 e 12

dias, sendo as lesdes nas folhas medidas com régua milimetrada.
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Figura 1. Experimento instalado para avaliar o efeito do extrato aquoso de sisal
sobre lesdes foliares causadas por A. niger, em condicbes de viveiro com a

utilizacao de camara umida.

Analise estatistica dos dados obtidos

N r e s

de esporos de A. niger, além das lesdes nas folhas foram analisados pelo
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000), com analise de regressao e
teste de Tukey a 5% de probabilidade. O indice de Doenca (ID) foi obtido a partir
da média ponderada das notas, conforme (MCKINNEY, 1923):

ID=%(n*f)/z*N

em que: ID é o indice de Doenca; n é a nota de severidade conferida a planta
avaliada ; f é a frequéncia das notas no total das plantas avaliadas; Z € o valor
numérico da nota maxima na escala e N é o total de observagdes.Para cada data
de avaliagédo foi calculado o ID, obtendo ao final o ID acumulado do periodo

avaliado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato aquoso de sisal na concentragéo de 15% inibiu apenas em 4,9%
o crescimento micelial de A. niger. Nas demais concentragdes avaliadas, 30%,
45%, 60% e 75%, ocorreu o estimulo do crescimento micelial do fungo. A
concentracdo de 75% foi a que mais favoreceu o crescimento micelial, em

comparagao com o tratamento controle (Figura 2).
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Figura 2. Crescimento micelial de A. niger em meio de cultua BDA com extrato
aquoso da folha de sisal (A. sisalana Perrine) em diferentes concentragdes.(A)
Avaliagdo com 7 dias de incubacéo) ; (B) Avaliagdo com 14 dias de incubacgéo.
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As espécies do género Aspergillus crescem em altas concentragbes de
acgucar, nutrindo-se de 4agua extraida de substancias relativamente secas
(PELCZAR et al, 1980). Segundo OLIVA NETO et al. (2005) um dos
componentes do residuo de sisal mais abundantes sao as saponinas que sao
formadas por cadeias de agucares. Sugere-se que 0s agucares presentes no
extrato da folha de sisal possam ter estimulado o crescimento micelial de A. niger,
entretanto faz-se necessario mais estudos para comprovacao do tipo de saponina
que possa estar envolvida no desenvolvimento do fungo. Nas visitas as areas
produtoras de sisal, os produtores afirmam que nas areas de sisal préximas a
maquina de desfibramento, ou seja, areas que recebem maiores quantidades do
liquido e mucilagem como subprodutos do desfibramento do sisal, apresentam
mais plantas com sintomas de podriddo vermelha (observagdes de campo).

Os valores de contagem dos esporos, estatisticamente foram considerados
nao significativos. Entretanto, nas concentragées de 15% e 30% do extrato de
sisal ocorreu um aumento na esporulagdo de A. niger em 8,6% e 9,2%
respectivamente, e no tratamento de 75% atingiu 32,5%. Ap6s 16 horas de
incubacao dos esporos de A. niger com o extrato da folha de sisal, no controle
com apenas agua destilada sem o extrato, os esporos tinham germinado em 50%
de sua totalidade, enquanto que nos tratamentos com extrato de sisal, os esporos
de A. niger haviam germinado em 100% e no tratamento com as maiores
concentracbes do extrato, observou-se também o maior desenvolvimento em

tamanho do tubo germinativo (Figura 3).

Figura 3: Efeito do extrato aquoso de sisal (Agave sisalana Perrine) sobre a
germinagao dos esporos do fungo A. niger. A) Controle em agua; B) extrato na
concentragao de 15% (p/v).
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As lesbes nas folhas de sisal s6 ocorreram com a utilizagdo da camara umida,
demonstrando a necessidade de umidade para que ocorra a infecgdo e
colonizagao pelo fungo. As lesbes aumentaram de tamanho com o aumento da

concentracao do extrato de sisal (Figura 4).
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Figura 4. Efeito do extrato aquoso de sisal (Agave sisalana Perrine) no
desenvolvimento de lesdes foliares em sisal, observadas apds 4 dias de
inoculagéo de A. niger, em condigdes de viveiro na preseng¢a de cadmara umida.

O aumento do tamanho das lesdes causadas por A. niger nas folhas de
sisal com o aumento da concentragdo do extrato de sisal aplicado na superficie
das folhas correlacionou-se com os estudos de crescimento micelial e germinagao
de esporos in vitro, sugerindo que os componentes presentes no residuo liquido e
fresco de sisal estimulam o desenvolvimento do fungo e, consequentemente,
promovem o aumento das lesdes foliares causadas por A. niger (Figura 5).

O mesmo experimento foi realizado varias vezes sem a presenca da
camara umida e as lesdes ndo evoluiram, evidenciando a necessidade de
umidade para o desenvolvimento das lesdes foliares. Observagdes de campo tém
indicado que as lesdes foliares sao mais freqlentes no periodo das chuvas e em

plantas com injuria como queima pelo sol ou ferimentos.
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Figura 5. Lesdes foliares em mudas de sisal na presencga de extrato aquoso de
sisal (Agave sisalana Perrine) observadas quatro dias apds a inoculagao com A.
niger, em condigdes de viveiro, com camara umida. A) Controle sem fungo,
somente com agua destilada estéril; B) Controle somente com fungo e agua
destilada estéril; C) 45% de extrato aquoso de sisal mais fungo; D) 60% de
extrato aquoso de sisal mais fungo; E) 60% de extrato aquoso de sisal mais
fungo.

Em condigbes de viveiro, o uso do extrato aquoso de sisal também causou
0 aumento na severidade da podriddo vermelha do caule. O extrato aquoso de
sisal causou o aumento no indice da doenga em todas as concentragdes,
indicando que este acelera o desenvolvimento da doenca. Apenas 10 dias apés a
inoculacido do caule, todas as plantas estavam mortas ou murchas, em todos os
tratamentos com a aplicagao do extrato aquoso de sisal (Figura 6).

Os agucares presentes no residuo de sisal podem ter sido um dos fatores
que estimularam o desenvolvimento do fungo. Assim, a presenga do extrato
associada a rega de 4 em 4 dias pode ter favorecido o crescimento micelial e
esporulacao de A. niger, e 0 processo de colonizagdo nos tecidos do caule e da
folha das mudas e o aumento na severidade da doenga, com morte das plantas
10 dias ap6s a inoculagdo. No trabalho conduzido por SA (2009), a morte de
mudas de sisal inoculadas com A. niger ocorreu 15 dias apds a inoculagéo.

Algumas plantas tratadas com as concentragdes mais altas entre 45% e
75% de extrato da folha de sisal possuiam na base das folhas, abundante
esporulagao de A. niger, indicando além da colonizagao interna dos tecidos ocorre
também a proliferagao externa e esporulagao do fungo onde o extrato foi aplicado
(Figura 7).
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Figura 6. Propor¢cao de plantas com sintomas de podriddao vermelha, com a
aplicagao de extrato aquoso da folha de sisal (Agave sisalana Perrine) nas mudas
e inoculagdao por aspersdo com A. niger. Avaliagdo realizada com 10 dias.
Controle negativo (mudas imersas em agua destilada e inoculadas por aspersao
da suspensdo de 10”mL™ conidios de A. niger) e controle positivo (no local da
lesao foi aplicada apenas agua destilada).

Figura 7. Muda de sisal (Agave sisalana Perrine) tratada com extrato aquoso de
sisal (Agave sisalana Perrine) na concentracdo de 75% apresentando
esporulagao de A. niger na base das folhas e apodrecimento do caule, apés 10
dias de inoculagéo.
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Desta forma, faz-se necessario que ocorra uma orientagao especifica aos
produtores da regido sisaleira que utilizam o residuo fresco em suas
propriedades, visto que nestas condigdes ocorre o estimulo do fungo e um
aumento da severidade da podriddo vermelha, podendo causar o aumento da
populagado do fungo no solo e na planta, e novas fontes de inéculo, com aumento
da disseminagédo da doencga na regido produtora de sisal. Torna-se necessario o
desenvolvimento de métodos de tratamento do residuo fresco de sisal de forma a
eliminar o potencial deste em estimular o desenvolvimento de A. niger e a

infeccao e desenvolvimento de manchas foliares e podridao vermelha do caule.

CONCLUSOES

1. O extrato aquoso da folha de sisal estimula o desenvolvimento de A. niger.

2. Nas concentragdes mais altas de 60% e 75% ocorre um aumento no tamanho
das lesdes foliares causadas por A. niger em A. sisalana Perrine. As plantas de
sisal, quando na presenca do extrato de sisal (residuo), apresentam sintomas
mais severos e morrem mais rapido quando inoculadas com A. niger no caule,

com morte das plantas em média 10 dias apds a inoculacao.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O uso de extratos vegetais apresenta-se com enorme potencial para o
controle de fungos fitopatogénicos e com grande vantagem, pois estes possuem
pouca toxidade ao meio ambiente e a outros seres vivos. Varios trabalhos tém
sido realizados nas ultimas décadas e demonstram sucesso no controle de
doencgas de plantas e de seres humanos.

O cultivo do sisal, que tem sido a principal fonte de renda e geragéo de
empregos da regido semi-arida do nordeste do Brasil, regido que atualmente é a
detentora da maior produgdo mundial de sisal, vem sofrendo com a podridao
vermelha do sisal, causada pelo fungo A. niger. Apesar disso, poucos trabalhos
vém sendo desenvolvidos para minimizar a disseminagdo desta doenga e nao
existem produtos quimicos ou alternativos para o seu controle.

Este trabalho permitiu que solugdes alternativas, como o uso de extratos
vegetais, fossem estudadas visando o controle de A. niger e da podridao
vermelha do sisal.

O extrato aquoso obtido dos bulbilhos de alho (A. sativum L.) controla em
até 100% o crescimento micelial, a esporulagéo e a germinagao de esporos de A.
niger, e até mesmo os compostos volateis presentes no extrato sdo capazes de
inibir o desenvolvimento do patdogeno em condi¢des in vitro. Entretanto, quando o
extrato foi avaliado em condicbes de viveiro, em mudas de sisal, ndo foram
obtidos resultados significativos no controle da doenga, fato que pode ser
atribuido possivelmente a forma e o tempo de aplicacido do extrato na planta
podendo ser avaliado em pesquisas futuras.

O extrato aquoso obtido das folhas de sisal estimula o desenvolvimento do
fungo em todas as concentracbes testadas e nao se obteve inibicao deste nem
em condi¢cbes de laboratorio, nem de viveiro na planta. Este extrato estimula o
crescimento do fungo e aumenta o indice de doenga, acelerando o aparecimento

dos sintomas e morte da planta. Assim, sugere-se que os produtores da regido



sisaleira nao devem utilizar o residuo fresco de sisal sem tratamento adequado.
Formas de tratamento adequado do residuo devem ser avaliadas para que este
nao sirva de substrato para o crescimento de A. niger, agente etiolégico da
podriddo vermelha do sisal.

Este foi um dos trabalhos iniciais com o uso de extratos vegetais no
controle de A. niger e o controle da podriddo vermelha do sisal, avaliando as
condi¢bes in vitro e in vivo, dando assim suporte para que outros trabalhos
possam ser desenvolvidos nesta linha de pesquisa. Estes resultados podem
também ser utilizados para dar subsidios a novos testes para desenvolvimento de
terapias alternativas com seres humanos, uma vez que, o fungo A. niger causa
aspergilose em pessoas com a resisténcia imunologica deficiente.

Sugere-se que trabalhos futuros avaliem a forma e tempo de aplicagéo do
extrato aquoso de alho na planta e o efeito deste extrato e do extrato da folha de

sisal na sobrevivéncia do fungo no solo.



