Rev. de Agricultura, Piracicaba, V. 79, fasc. 2, 2004 237

ALICINA E EXTRATO AQUOSO DE BULBO DE ALHO (Allium
sativunt) NO CONTROLE DA LEPROSE DOS CITROS

Nivaldo Guirado!

Cecilia Gatti Guirado?®
Edmilson José Ambrosano’
Roberto Antonio Arévalo’
Fabricio Rossi®

Paulo César Doimo Mendes!

RESUMO

O alho (Allium sativum L.) vem sendo estudado e recomendado no
controle de pragas e doengas em diversas culturas. No presente trabalho ve-
rificou-se o efeito da alicina e do extrato de alho sobre a transmissdo do virus
da leprose dos citros pelo acaro Brevipalpus phoenicis. Plantas de laranja
‘Pera’, com um ano de idade, cultivadas em ambiente protegido, foram in-
festadas em um nomofilo com vinte acaros viruliferos ou n#o viruliferos e
pulverizadas com extrato de alho ou alicina. Realizaram-se analises bioqui-
micas destas folhas, visando a quantificagdo de proteinas, fenois e da
peroxidase. As plantas, infestadas com écaros viruliferos e pulverizadas com
o extrato de alho ou alicina, ndo apresentaram sintomas da leprose, sendo
observada a diminuicdo da atividade da peroxidase, da quantidade de fenol e
de proteinas. Plantas sadias, pulverizadas com extrato de alho, apresentaram
maior concentragio de proteinas quando comparadas com o tratamento onde
se pulverizou alicina. Diante dos resultados obtidos podemos concluir que
tanto a alicina, quanto o extrato de alho, possuem efeito sistémico na planta,
exacerbando seus mecanismos de defesa, controlando a leprose dos citros.
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Palavras chave: Brevipalpus phoenicis, Citrus sinensis, Leprose dos
citros, Rhabdovirus, Produtos alternativos.

ABSTRACT

ALICIN AND AQUEOUS EXTRACT OF BULBS OF GARLIC
(Allim sativum) IN THE CITRUS LEPROSIS CONTROL

Garlic (A/lium sativum 1) has been studied and recommended on
pests and diseases control of several crops. In this work, the alicicin effect
and the garlic extract were tried on the citrus leprosis virus transmission
by Brevipalpus phoenicis mite. One year old Pera orange trees cultivated
in protected atmosphere were infested in one of the leaves with twenty
virulent or not virulent mites and pulverized with garlic extract and alicin.
Biochemical analyses were made from their leaves at proteins quantity,
phenols and peroxidase. Plants infested by virulent mites and pulverized
with garlic extract or alicin didn’t show leprosis symptoms observing the
decrease of the peroxidase’s activity, the phenol and protein amount.
Healthy plants pulverized with garlic extract showed greater protein
concentration compared to the treatment where alicin was pulverized. As
the results showed, it can be concluded that alicin as well as garlic extract
have an effect on plant exacerbating the defense mechanisms and
controlling the citrus leprosis virus.

Key words: Brevipalpus phoenicis, Citrus sinensis, Citrus leprosis vi-
rus, Rhabdovirus, Alternative product.

INTRODUCAO

O alho (Allium sativum L.) tem sua origem na Sicilia ou Asia
Ocidental. No Brasil foi introduzido pelos portugueses na época do des-
cobrimento. Esta hortaliga bulbosa, da familia Alliaceae, bastante utili-
zada na culinaria nacional e internacional, é conhecida h4 mais de 5 mil
anos pelos Hindus, Arabes e Egipcios pelos seus poderes energizante,
regenerativo, antigripal, preventivo de problemas cardiacos e circulatd-
rios. O primeiro médico a utiliza-lo, o egipcio Imhotep (2980 a 2900
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a.C.), fornecia aos escravos, que construiram a pirdimide que serviu de
tumba ao farad Tutankamon, ragdes de alho para dar forga e evitar doen-
cas (Destro ef al., 2002; Ervas e Saiide, 2003). O Dr. Hipocrates, médi-
co da Grécia antiga (460-377 a.C.), recomendava cha de alho para tornar
a voz mais limpida e afastar gripes, resfriados, tosses, bronquites e asma,
além de vapores de alho no controle de tumores. Louis Pasteur (1822-
1895) descobriu a agdo bactericida do alho (Destro et al., 2002). Durante
a primeira guerra mundial, os médicos ingleses utilizavam pasta de alho
para tratar ferimentos infectados. Weber e? al. (1992) obtiveram controle
para diversos virus da area humana e animal com extrato de alho e seus
produtos isolados. Verificaram que ajoene e alicina sdo os principais com-
ponentes com poder viricida, controlando virus da herpes de tipos 1 € 2,
para influenza, virus tipo 3 , virus da estomatite vesicular, além de outros
rabdovirus. Apesar dos poderes do alho serem conhecido ha mais de 5000
anos, somente em 1944 Cavallito & Bailey, citados por Massabini ef al.
(1998), descobriram que uma das principais substancias desta planta € a
alicina (alil-éster do 4cido aliltiossulfénico) descrita como bacteriostatica
e bactericida, instavel e de odor bastante forte, que se polimeriza facil-
mente, devendo ser estocada a baixas temperaturas. Além da alicina vari-
os compostos organossulfurados sdo formados quando se corta um dente
de alho; dialil dissulfeto, polissulfeto de alila, trissulfeto de metil alila,
além de minerais como o germénio, o selénio e das vitaminas B1, B2,
BS5, C, glicideos, proteinas, fosforo, ferro e outros elementos (Weber et
al., 1992; Massabini ef al., 1998; Destro et al., 2002).

Na 4rea agrondmica o alho vem sendo estudado e recomendado
no controle de pragas e doengas em diversas culturas. Nos Estados Uni-
dos o extrato de alho é registrado como repelente de pragas para as cultu-
ras de algoddo, couve-flor, brocolis, alho, cebola, milho, arroz, citros,
meldo, abobora, melancia, pepino, pimentdo, tomate, alface, espinafre,
soja, vagem, feijdo, macadimia, pecd, plantas ornamentais (Garlic
Research Labs, s.d.). Stoll (1989) relatou que o extrato de alho controla
pulgdes, lagarta-da-mag3, além de mildio, ferrugens e doengas causadas
por bactérias. Bianchi ef al. (1997), utilizando 100mL por litro de extrato
de alho, conseguiram inibir os seguintes fungos Pythium ultinum var.
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ultimum (100%), Rhizoctonia solani (85%), Colletotrichum
lindemuthianum (42%) e Fusarium solani (14,5%). Em seu livro, Abreu
Junior (1998) fez recomendagdes e descreveu algumas receitas com ex-
trato de alho para o controle de trips, pulgdes, mosca doméstica, lagarta
do cartucho do milho, mosca-do-chifre e mosquitos, Xanthomonas
campestris, mildio, brusone, podriddo do colmo e da espiga do milho,
mancha de Alternaria, mancha de Helminthosporium, podriddo negra,
ferrugens. Burg & Mayer (1999) recomendaram extrato de alho para con-
trolar pulg@es, lagartas e nematoides em diversas culturas. Guirado et
al., (2001), em experimento de campo com a laranja ‘Pera’, controlaram
a leprose dos citros utilizando extrato de alho na dilui¢do (p/v) 1:10 e
1:20. Guirado et al. (2002) obtiveram 100% de controle da bactéria
Clavibacter michiganense subsp. michiganense, em tomate, pulverizan-
do as plantas com extrato de alho 2 dias antes e juntamente com a
inocula¢do da bactéria, sendo o efeito bastante reduzido quando aplicado
2 dias apos a inoculag@o.

O presente estudo teve por objetivo extrair alicina de bulbos de
alho e verificar seu efeito juntamente com extrato de alho, em nomofilos
(folhas) citricas expostas ao acaro Brevipalpus phoenicis (Geijsks, 1939),
vetor do virus da leprose dos citros, e investigar se a alicina sozinha, ou
juntamente com os demais componentes do alho, possuem efeito sobre o
virus da leprose dos citros, sobre as plantas de citrus ou sobre os acaros.
Neste trabalho também foram realizadas analises bioquimicas de protei-
nas, fenois e peroxidase em nomofilos de plantas citricas.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no P6lo Regional de Desenvol-
vimento Tecnologico dos Agronegocios do Centro Sul, em Piracicaba,
SP, Brasil, em 2002.

Extracio da alicina de bulbos de alho através de destilagio a frio

Para realizar a extracio da alicina dos bulbos de alho utilizou-se
lkg de bulbos de alho fresco, cultivar Amarante, os quais foram macerados
e tratados com 1,250 L. de etanol 95%, agitando-se a mistura durante 30
minutos. Findo este tempo, filtrou-se a mistura em pano de algod&o-cru.
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O filtrado foi concentrado sob pressdo reduzida (15-20 mm de Hg) até a
remog¢do da maior parte do alcool (Massabini, ef al 1998). Descartou-se
o destilado e prosseguiu-se a destilagio & pressdo de 10-15 mm de Hg,
mantendo o volume de liquido no frasco de destilagdo constante, 125
mL, pela adigdo de agua. Coletou-se o destilado aquoso (2,250 L) e a
este se adicionaram 375 mL de éter etilico e, posteriormente, mais 1000
mL divididos em quatro porgdes iguais. Prosseguiu-se a destilagdo sob
pressio reduzida, obtendo-se um residuo constituido de agua e 6leo. A
este residuo foram adicionados 187,5 mL de agua. A solugdo aquosa foi
congelada, para ndo haver degradagdo do ingrediente ativo, até o mo-
mento de sua utilizagio. O produto puro foi isolado pela extragdo do
concentrado aquoso com 1/5 do seu volume em éter. Resfriou-se em gelo
seco e os cristais de gelo formados foram removidos por filtragdo. O éter
foi removido sob pressio reduzida e o 6leo residual foi seco pela exposi-
¢fo a uma pressio de 0,5 mm de Hg, durante aproximadamente 30 minu-
tos, a temperatura de 25°C.

Analises bioquimicas para verificar o efeito da alicina e de extra-
to de alho em folhas citricas

Para verificar se a alicina sozinha, ou juntamente com os demais
componentes do alho, possui efeito sobre o virus da leprose dos citros,
sobre as plantas, ou sobre os acaros, foram realizadas analises bioquimi-
cas de proteinas, fendis e peroxidase em nomofilos de plantas citricas.
Um total de 11 tratamentos com trés repeti¢des fez parte desta averigua-
¢do. Foi realizada analise de varidncia e as médias comparadas através
de teste de Tukey (o0 = 0,05). Plantas da laranja ‘Pera’ (Citrus sinensis
(L.) Osbeck) com 1 ano de idade, plantadas em vasos de 35 litros manti-
dos em casa de vegetagio, tiveram seus nomofilos pulverizados na face
adaxial ou abaxial com extratos de alho in natura na diluigdo de 150g de
bulbo para 1500 mL de 4gua, com alicina na proporgdo de 0,13g do in-
grediente ativo para 1500 mL de dgua e apds aproximadamente 2 horas
foram infestadas com 20 4caros viruliferos. No tronco de cada planta a
5cm de altura foi feito um anel com cola tanglefoot para delimitar o mo-
vimento dos acaros. Os tratamentos foram: nomofilos sadios; nomofilos
infestados com acaros viruliferos; nomofilos pulverizados, em suas fa-
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ces abaxial e adaxial, com extrato de alho; nomofilos pulverizados, em
| sua pagina abaxial, com extrato de alho e infestados na face adaxial
| com Aacaros viruliferos; nomofilos pulverizados, em sua face adaxial,
' com extrato de alho e infestados neste mesmo lado com acaros
viruliferos; folhas pulverizadas, em suas faces abaxial e adaxial, com
alicina; nomofilos pulverizados, em sua face abaxial, com alicina e in-
festados na face adaxial com 4caros viruliferos; nomofilos pulveriza-
dos, em sua face adaxial, com alicina e infestados neste mesmo lado
com acaros viruliferos.
Extraciio e quantificagiio de proteinas, fendis e atividade da
peroxidase ‘
Pesaram-se 2g de folhas, que foram trituradas em almofariz, na
presenca de 8mL de tampdo fosfato 0,1 M, pH 6,5. Depois de tritura-
. das, as amostras foram colocadas em geladeira durante 1 hora, sendo
filtradas em gaze, antes de serem analisadas. A quantificacdo de prote-
inas foi feita pelo método de Lowry (Lowry et al, 1951, citados por
' Bach 1991; 997) que consiste em adicionar a cada 0,2 mL das amos-
tras, 1 mL da solugfio reagente C, constituida por uma combinagdo da
solucdo reagente B e de uma solugdo a 2% de carbonato de s6dio em
| hidroxido de sddio 0,1N, na proporgdo de 1:50, respectivamente. A so-
lucéo B foi preparada misturando-se aliquotas iguais de uma solug@o a
1% de sulfato de cobre pentahidratado em agua destilada, e de uma
solucio 2% de tartarato de sodio em agua destilada. As amostras, ja
contendo o reagente C, foram agitadas durante 10 minutos e adiciona-
do 0,1 mL de reagente Folin Ciocalteau 2N (Qeel - Ind. Quim. S&o
Paulo), diluido com agua destilada (1:1, v/v). As amostras foram agita-
das e ap6s 30 minutos determinou-se a respectiva absorbancia no com-
primento de onda de 500nm, em espectrofotdmetro ultravioleta Pye
Unicam. A concentra¢do de proteinas de cada amostra, expressa em
termos de equivalentes @g de soro-albumina bovina (SAB) por mL
(Eq g SAB/mL) (Sigma Chem. Co.) foi determinada utilizando-se cur-
va padrdo de diferentes concentragdes de SAB, variando de 20 a 500
&g/mL, em fungdo de suas respectivas absorbancias a 500nm. Reali-
zou-se a analise de fenois, através do uso do reagente de Folin-Ciocalteau

-
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(Swain & Hillis, 1959, citados por Bach, 1997). Cada 0,5mL de amos-
tra do extrato de folhas foi diluido 1:20 em agua destilada e nestes
adicionou-se 0,25mL de Folin (1:1), agitou-se e colocou-se em repouso
durante 30 minutos, adicionando-se 0,5mL de Na,CO, saturado, com-
pletou-se o volume até SmL esperou-se 1 hora e fez-se a leitura em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 500nm. A atividade da
peroxidase foi determinada usando o método descrito por
Moerschbacher ef al. (1986) citado por Bach (1997) que consistiu em
adicionar em 50 mL do extrato proteico, 2,95 mL de tampao fosfato
0,1M (pH 7,0) contendo 0,9 M de guaiacol e 0,36 M de H,0,. A reagéo
foi medida em absorbancia a 470nm no espectrofotometro. Os resulta-
dos foram expressos em unidades de absor¢ao/min/mg de proteina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Extracdo da alicina de bulbos de alho através de destilagio a frio

O rendimento obtido para 1 kg de alho destilado a frio foi de 0,9
g de alicina.

Analises bioquimicas das plantas tratadas com alho e alicina

Todas as plantas procuram se defender do ataque de um
microorganismo invasor, seja ele virus, bactéria ou fungo, tentando im-
pedir seu estabelecimento e desenvolvimento. Quando o sistema de de-
fesa da planta ndo esta atuante, o microorganismo se instala em seus
tecidos e se desenvolve, causando disfungio bioquimica e fisiologica,
com conseqiiente aparecimento de sintomas. Uma planta suscetivel a uma
doenca pode adquirir o comportamento de planta resistente frente ao
patogeno, durante um determinado periodo, através do emprego de subs-
tancias, sendo este processo denominado resisténcia induzida.

Neste experimento, tanto no tratamento das plantas com alicina
como com extrato de alho, nio houve manifestagio de sintomas da leprose
dos citros e somando-se ao fato de que a maioria dos acaros tenha perma-
necido viva na mesma folha, onde foram inicialmente colocados, foi o
motivo para que fossem realizados testes bioquimicos. De acordo com
Weber et al. (1992) o alho possui efeito fungicida, bactericida e viricida,
sendo a alicina o produto mais atuante.
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Todas as folhas apresentam nos espagos intercelulares substanci-
as quimicas livres, produzidas pelas préprias células e associadas a pare-
de celular. As substancias quimicas soliveis ou macromoléculas
(polissacarideos, glicoproteinas, proteinas) podem ser liberadas totalmente
. ou na forma de residuos terminais, para o espago intercelular. Quando o
. patdgeno penetra no hospedeiro deve haver o reconhecimento dos
" determinantes especificos presentes nas paredes celulares do patégeno,
- por macromoléculas de alta especificidade existentes nas células do hos-
pedeiro (Moraes, 1991). Nas plantas sadias observou-se concentracio de
proteinas inferiores. Nas plantas com 4caros, um aumento da concentra-
¢do de proteinas, fato que se deve a reacio de defesa das plantas (Tabela
1). O acaro deve ter picado as plantas, pois a quantidade de fenol foi alta
(Tabela 2) e a atividade enzimatica da peroxidase também foi alta (Tabe-
la 3). Com relagéo a compostos arométicos, a peroxidase é uma enzima
bastante estudada (Bach, 1997). Esta enzima foi induzida por estimulo
externo de infecgdo ou injuria, exibindo aumento nas atividades em plantas
infectadas em comparagdo com tecido sadio (Tabela 3), sendo assim
correlacionadas com a resisténcia em plantas. Em relagdo 4 func¢do das
enzimas, Byrde (1963) citado por Bach (1997), afirmou que a peroxidase
pode oxidar fendis da planta a derivados de quinonas, os quais sdo
inibidores das enzimas pectoliticas de microorganismos, sendo desco-
nhecido o efeito no 4caro. Entretanto, observou-se que o tratamento com
extrato de alho diminuiu a atividade da peroxidase, quantidade de fenol e
de proteinas nas plantas tratadas e com acaro (Tabelas 1 a 3). Nas plantas
sadias, tratadas apenas com extrato de alho, comparadas com o tratamen-
to alicina, observou-se que o primeiro apresentou maior concentragio de
proteinas do que o segundo. Pelos resultados obtidos, a acdo da alicina
aplicada na pagina superior das folhas promoveu a diminuigo das prote-
inas e também influenciou a paralisagio da atividade da peroxidase, apre-
foi observada a presenga de acaros sobre as folhas, porém sem a existén-
cia de sintomas, a alicina pode ter atuado sobre os 4caros impedindo a
transmissdo do virus. O fato de os 4caros ndo terem saido da area foliar,
pode ser explicado pelo efeito aderente dessa substancia.
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Tabela 1. Resultado de anélise da quantidade de proteina total existen-
te em folhas de citros.

“AMOSTRA DE FOLHAS Fyy, = 593,93, p<0,0001 | mg de SAB/grama de folha

"1- Sadia 0,93d
2- Com 4caro sem aplicagiio de substancias * 1,97 a
3- Aplicagdo de extrato de alho na pagina inferior 1,56b
4- Aplicagiio de extrato de atho na pdgina superior 1,25¢
5. Apl. de extrato de alho na pagina inferior c/dcaro* 0,72
6- Apl. de extrato de alho na pégina superior c/dcaro® 0,52 f
7- Aplicagdo de alicina na pagina inferior 041f
8- Aplicagdo de alicina na pégina superior 0,26 g
9- Aplicagdo de alicina na pagina inferior c/dcaro* 0,202
10- Aplicagdo de alicina na pagina superior c/dcaro*® 0,20g
11- Folha de planta do campo com sintomas de leprose 1,66 b
C.V. 5,14%

*Todos os acaros utilizados sdo de coldnias viruliferas
Mc¢dias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05)

Modo de acio das substancias

Foi verificado, no presente experimento, que tanto o tratamento
com extrato de Allium sativum (bulbo) como o com alicina, nao atuaram
como acaricida, uma vez que ndo houve mortalidade dos acaros, porém
resultaram no controle da leprose, constatada pelo ndo aparecimento de
lesGes nas plantas. Tal fato sugere que a agdo destas substancias deva ter
ocorrido ou sobre o acaro no momento da inoculagdo, ou sobre o virus ja
dentro da planta. Pelas analises bioquimicas realizadas, pode-se obser-
var que tanto o extrato de alho como a alicina, possuem efeito sistémico
na planta bem como exacerbam seus mecanismos de defesa. Weber ef al.
(1992) obtiveram controle para diversos virus, principalmente da familia
Rhabdoviridae, da area humana e animal, com extrato de alho e seus
produtos isolados. Verificaram que ajoene e alicina s3o 0s principais com-
ponentes com poder viricida. Em estudos realizados por Guirado et al.,
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Tabela 2. Resultado de analise da quantidade de fenol (4cido
clorogénico) existente nas folhas de citros.

AMOSTRA DE FOLHAS F = 31710 p<0,0001 ] pg de dcido clorogénico/g folha
1- Sadia 92,85¢
2- Com 4caro sem aplicagio de substancias * 100,00 b
3- Aplicagdo de extrato de alho na pagina inferior 67,80d
4- Aplicagiio de extrato de alho na pégina superior 42,80 f
5- Apl. de extrato de alho na pégina inferior c/4caro* 39,20 f
6-Apl. de extrato de alho na pagina superior c/4caro* 57,10e
7- Aplicacio de alicina na pagina inferior 25,00 g
8- Aplicagido de alicina na pagina superior 42,80 f
9- Aplicagao de alicina na pagina inferior c/icaro*® 42,80 f
10- Aplicagao de alicina na péagina superior c/dcaro* 7,10 h
11- Folha de planta do campo com sintomas de leprose 110,70 a
C.V. 3,50%

*Todos os 4caros utilizados sfio de coldnias viruliferas
Meédias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

(2001), o Allium sativum, foi a melhor substincia do experimento no
controle da leprose dos citros, eficiente tanto na diluigdo (p/v) 1/10,
como 1/20.

CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos pode-se concluir que tanto a alicina,
quanto o extrato de alho, possuem efeito sistémico na planta, exacerbam
seus mecanismos de defesa e controlam a leprose dos citros.
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Tabela 3. Atividade da peroxidase nas folhas de citros

AMOSTRA DE FOLHAS F = 10079, p<0,0001 Atividade da peroxidase
(A 470/min/mg proteina)

1- Sadia 21,20 ¢

2- Com 4caro sem aplicagdo de substéncias * 58,50 a

3- Aplicagio de extrato de alho na pagina inferior 22,40 ¢

4- Aplicagdo de extrato de alho na pagina superior 11,30 ef

5- Apl. De extrato de alho na pégina inferior 12,60 ed

c/acaro*

6-Apl. de extrato de alho na pagina superior c/dcaro™* 15,30d

7- Aplicagio de alicina na péagina inferior 620g

8- Aplicacio de alicina na pagina superior 8,50 gf

9- Aplicagdo de alicina na pagina inferior c/dcaro* 9,50 f

10- Aplicagdo de alicina na pagina superior c/dcaro* 550g

11- Folha de planta do campo com sintomas 52,80b

C.V. 5,20%

*Todos os acaros utilizados sdo de coldnias viruliferas
M¢édias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05)
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