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CONTROLE BIOLOGICO DE Sclerotinia sclerotiorum POR LEVEDURAS E Bacillus spp.
EM Allium sativum L. E SEU EFEITO NO TEOR DE COMPOSTOS BIOATIVOS E NA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

RESUMO GERAL

O ataque de fitopatdgenos pode influenciar a producao de metabdlitos secundarios, assim como o
uso de agentes de biocontrole, uma vez que podem atuar através da inducdo de resisténcia,
provocando aumentando na producdo de metabdlitos secundarios relacionados a resposta de
defesa, como tiosulfinatos e compostos fendlicos no alho. Estes metabdlitos atuam como
antioxidantes e antifngicos, protegendo o alho do fitopatdgeno e do estresse oxidativo gerado
durante a infec¢do. O aumento na producdo destes metabolitos é desejavel, assim como o uso de
métodos extrativos eficientes para sua obtencdo. Nesse contexto, objetivou-se (1) avaliar o
controle de Sclerotinia sclerotiorum por leveduras e Bacillus spp. in vitro e in vivo no alho; (2)
otimizar o processo de extracdo de compostos fenodlicos totais (TPC) e tiosulfinatos (TS) e
verificar a capacidade antioxidante total (TAC) usando design de misturas; (3) avaliar o efeito da
interacdo planta x fitopatdgeno e microorganismos antagonistas no teor de TPC e TS e na
atividade antioxidante. Foi verificado o efeito de metabdlitos antifungicos volateis e difusiveis
sobre o crescimento micelial de S. sclerotiorum in vitro e avaliado o didmetro da lesdo em
bulbilhos de alho tratados com suspensdes de cada levedura e bactéria (10° células/ml),
inoculados com o fitopatdgeno e mantidos em camara Umida por 15 dias. As extracdes foram
realizadas por sonicacdo utilizando alho seco e pulverizado. Para otimizagdo extrativa foi
utilizando o design estatistico de misturas simples-axial design (SAD) e o central composite
desing (CCD), para avaliar o efeito dos solventes &gua, etanol e acetona, bem como misturas
destes solventes, em trés tempos de extracdo (15, 30 e 45 min) no teor de TPC e TS e na TAC. A
partir do método extrativo otimizado, foram feitos os extratos com os bulbilhos do experimento
de controle bioldgico para verificar os efeitos das interacdes planta x microorganismos no teor de
TPC e TS e na atividade antioxidante (TAC, atividade de eliminacdo de radicais livres DPPH,
capacidade de absorver o radical oxigénio - ORAC, poder redutor e poder quelante). Foi
observada maior inibicdo no crescimento de S. sclerotiorum pelos metabdlitos volateis
produzidos por Bacillus pumilus, B. amyloliquefaciens, B. macauenses e Candida labiduridarum,
variando entre 74,61-87.61%, e pelos metabdlitos difusiveis produzidos por B. amyloliquefaciens
(84%). A reducdo na éarea afetada pela doenca foi mais expressiva nos bulbilhos de alho tratados
com B. pumilus (86,74%) e C. labiduridarum (61,47%). Eletromicrografias mostraram
colonizacao superficial dos bulbilhos por todos os microorganismos testados e a colonizacdo das
hifas do patdégeno por Pichia kudriavzevii, B. acidiceler e B. amyloliquefaciens. Na otimizagdo
extrativa, 30 minutos foi tempo suficiente para extrair quantidades significativas de TPC e TS do
alho por sonicacdo e o maior teor de TPC e TS e CAT foram obtidos utilizando agua/acetona
(80:20). A maior quantidade de TPC foi observada no alho tratado com Saccharomyces
cerevisiae e de TS com Bacillus amyloliquefaciens e Acidithiobacillus ferrooxidans. O Bacillus
macauenses mostrou o melhor poder de quelacdo e atividade antioxidante medida por DPPH e
TAC, enquanto que Bacillus pumilus e Bacillus acidiceler apresentaram a melhor ORAC.

Palavras-chave: alho; fitopatdgeno; agentes de biocontrole; compostos fendlicos; tiosulfinatos;
atividade antioxidante.



BIOLOGICAL CONTROL OF Sclerotinia sclerotiorum BY YEAST AND Bacillus spp. IN
Allium sativum L. AND ITS EFFECT ON THE BIOACTIVE COMPOUNDS CONTENT
AND ANTIOXIDANT ACTIVITY

ABSTRACT

Phytopathogen attack may influence the production of secondary metabolites related to plant
defense, as well as biocontrol agents application, since they can act through induction of
resistance, promoting an increase in the production of secondary metabolites related to defense
response, such as thiosulfinates and phenolic compounds in garlic. These act as antioxidants and
antifungals, protecting the garlic from the phytopathogen and the oxidative stress generated
during the infection. The increase of these metabolites is desirable, even as the use of efficient
extractive methods to obtain them. In this context, the objective was (1) to evaluate the control of
Sclerotinia sclerotiorum by yeasts and Bacillus spp. in vitro and in vivo in garlic; (2) to optimize
the extraction process of total phenolic compounds (TPC) and thiosulfinates (TS) and verify the
total antioxidant capacity (TAC) using mixture design; (3) to evaluate the effect of plant x
phytopathogen and antagonistic microorganisms interaction on the content of TPC and TS and
antioxidant activity. The effect of volatile and diffusible antifungal metabolites on mycelial
growth of S. sclerotiorum was evaluated in vitro and the lesion diameter in garlic cloves treated
with suspensions of each yeast and bacteria (10° cells/ml), inoculated with the phytopathogen and
kept in a moist chamber for 15 days. Extractions were performed by sonication using dry and
pulverized garlic. For extractive optimization it was used the statistical mixture design of simple-
axial design (SAD) and the central composite desing (CCD), to evaluate the effect of solvents
water, ethanol and acetone, as well as mixtures of these solvents, in three extraction times (15, 30
and 45 min) in TPC and TS content and TAC. From the optimized extraction the extracts were
carried out with the garlic cloves of the biological control experiment to verify the effects of the
plant x microorganisms interactions on the content of TPC and TS and on the antioxidant activity
(TAC, free radical scavenging activity DPPH, ability to absorb oxygen radical - ORAC, reducing
power and chelating power). A higher inhibition was observed in the growth of S. sclerotiorum
by the volatile metabolites produced by Bacillus pumilus, B. amyloliquefaciens, B. macauenses
and Candida labiduridarum, ranging from 74.61-87.61%, and by the diffusible metabolites
produced by B. amyloliquefaciens (84%). The reduction in the area affected by the disease was
more significant in garlic cloves treated with B. pumilus (86.74%) and C. labiduridarum
(61.47%). Electromicrographs showed surface colonization of garlic cloves by all
microorganisms tested and the colonization of the hyphae of the pathogen by Pichia kudriavzevii,
B. acidiceler and B. amyloliquefaciens. In the optimization, the extraction for 30 min was
sufficient to extract TPC from the garlic by sonication and the highest content of TPC and TS and
CAT were obtained using water / acetone (80:20). The highest amount of TPC was observed in
garlic treated with Saccharomyces cerevisiae and TS with Bacillus amyloliquefaciens and
Acidithiobacillus ferrooxidans. Bacillus macauenses showed the best chelation power and
antioxidant activity measured by DPPH and TAC, while Bacillus pumilus and Bacillus acidiceler
presented the best ORAC.

Keywords: garlic; phytopathogen; biocontrol agents; phenolic compounds; thiosulfinates;
antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

O alho (Allium sativum L.) é um importante representante da familia Alliaceae,
espeécie ja cultivada ha muito tempo, sendo bastante requisitado por apresentar propriedades
medicinais reconhecidas cientificamente. Trata-se de uma hortalica abundante em amido e
substancias aromaticas de alto valor condimentar e medicinal, sendo também utilizada como
fitoterapico devido as suas diversas propriedades farmacoldgicas (RESENDE; HABER;
PINHEIRO, 2015; SOUZA, R. J.; MACEDO, 2009).

As propriedades farmacoldgicas do alho estéo relacionadas a produgdo de metabdlitos
secundarios, como os compostos organossulfurados responsaveis pelo seu forte odor
caracteristico, que atuam na defesa contra insetos e fitopatogenos (KUSANO et al., 2016).
Entre estes, pode-se destacar a alicina, que € um tiosulfinato responsavel pela acéo antibidtica,
antiviral e antifungica (BORLINGHAUS et al., 2014; CURTIS et al., 2004; SILVA et al.,
2010). Apresenta também elevados teores de compostos fenodlicos, destacando-se o0s
flavonoides quercetina, apigenina e miricetina (LANZOTTI, 2006). Os compostos
organossulfurados, como os tiosulfinatos, e fendlicos estdo diretamente relacionados a
atividade antioxidante do alho (KIM; KUBOTA; KOBAYASHI, 1997, LANZOTTI, 2006;
NUUTILA et al., 2003; WANG et al.,, 2015) sendo esta extremamente importante pela
capacidade de reduzir ou prevenir a oxidacdo de outras moléculas em alimentos e sistemas
bioldgicos, auxiliando na manutencdo da qualidade dos alimentos, aumentando seu tempo de
prateleira, e prevenindo o estresse oxidativo responsavel pelos danos celulares, protegendo o
organismo de diversas doencas, como cancer, doencas inflamatérias e cardiovasculares e
arterioesclerose (BOROSKI et al., 2015).

Os metabdlitos secundarios desempenham importante funcdo na interacdo entre as
plantas e o ambiente, sendo, portanto, fortemente influenciados pelas variaveis ambientais,
sejam estas abidticas, como a disponibilidade hidrica, temperatura e luminosidade, ou
bidticas, como herbivoria e ataque de fitopatdgenos (GOUVEA et al., 2016).

A cultura do alho apresenta diversos fitopatdgenos, entre eles o Sclerotinia
sclerotiorum, causador do mofo branco, um fungo necrotrofico generalista e cosmopolita,
com mais de 500 hospedeiros, que ataca principalmente plantas herbaceas e leva a perdas
substanciais na producdo agricola em todo o mundo a cada ano (BOLAND; HALL, 1994;
BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006; JACCOUD FILHO et al., 2017). Neste contexto,
surge a demanda por métodos para controlar os fitopatdgenos, de preferéncia sem a

necessidade do uso de agroquimicos, destacando-se o controle bioldgico e a inducdo de
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resisténcia como eficientes medidas complementares, sendo a aplicagdo de microorganismos
antagonistas uma 6tima estratégia.

Assim como o ataque de fitopatdgenos influencia na producdo de metabolitos
secundarios nas plantas, o uso de leveduras e bactérias para a inducdo de resisténcia também
compartilha este principio, pois o alho pode aumentar a producdo de metabdlitos, como
compostos fendlicos e tiosulfinatos, que irdo protegé-lo do ataque dos patdgenos, aumentando
sua resisténcia. Portanto, na hipotese do uso de leveduras e bactérias do género Bacillus para
o0 controle biologico de Sclerotinia sclerotiorum no alho (Allium sativum L.) é desejavel saber
se ocorrem altera¢Ges no teor de metabdlitos secundarios da planta e se estas alteracfes sao de

interesse bioldgico e econémico.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 A cultura do alho

O alho (Allium sativum L.) é uma espécie de hortalica originaria da Asia, pertencente a
familia Alliaceae (RESENDE; HABER; PINHEIRO, 2015; SOUZA, R. J.; MACEDO, 2009).
O Brasil é um grande importador de alho “in natura”, chegando essa importagao a cerca de 17
mil toneladas em 2016, correspondente a 26,9 milhGes de dolares, enquanto a sua producéo,
no mesmo ano, foi de aproximadamente 130.407 toneladas em uma area de 11.334 ha, com
produtividade de 11,5 t/ha, exportando entre janeiro e agosto de 2016 cerca de 274 kg com
valor de 829,00 délares (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB,
2005; FAGUNDES, 2016; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA
- IBGE, 2016; MOROZINI et al., 2005). O Brasil também exporta o alho em p6, atingindo
exportacdo de 7,0 toneladas, cerca de 18,9 mil ddlares, até agosto de 2016 (FAGUNDES,
2016).

Trata-se de uma planta medicinal utilizada desde a antiguidade no tratamento de varias
doencas nos seres humanos, tendo como principais atividades biol6gicas: o combate as
infeccOes, a capacidade de baixar a presséo arterial e o colesterol, a prevengédo ao cancer; além
de ser empregada como antibiotica, antifungica, antiviral, anti-helmintica, antidiabética,
antioxidante, hepatoprotetora, anti-inflamatoria e na cicatrizagéo de feridas (BORLINGHAUS
et al., 2014; CORZO-MARTINEZ; CORZO; VILLAMIEL, 2007; GARCIA GOMEZ;
SANCHEZ-MUNIZ, 2000; LONDHE et al., 2011; YEH; LIU, 2001).

Tais propriedades medicinais citadas anteriormente, assim como suas aplicagdes para

fins alimenticios e agricolas, no controle de pragas e doengas, ocorrem devido a sua
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composic¢do fitoquimica, sendo encontrados a alicina e os tiosulfinatos, que sdo responsaveis
por grande parte das propriedades medicinais do alho, como as atividades antibi6tica, antiviral
e antifugica, anticancerigena, antioxidante, hipotensora, reducdo da sintese de colesterol
enddgeno e inibicdo da agregacéo plaquetaria (BORLINGHAUS et al., 2014); a aliina, que
esta associada ao efeito hipotensor e hipoglicemiante (GARCIA GOMEZ; SANCHEZ-
MUNIZ, 2000); o ajoeno, utilizado para a prevencdo de coagulos, além do efeito anti-
inflamatoério, vasodilatador, hipotensor e antibidtico (CORZO-MARTINEZ; CORZO;
VILLAMIEL, 2007); o S-alilcisteina, que auxilia no efeito hipocolesterolemiante do alho
(YEH; LIU, 2001); a adenosina, que ¢é vasodilatadora, hipotensora e miorelaxante (GARCIA
GOMEZ; SANCHEZ-MUNIZ, 2000); o fructano, relacionado a atividade cardioprotetora
(GARCIA GOMEZ; SANCHEZ-MUNIZ, 2000); a inulina, polissacarideo de reserva que age
como fibra alimentar e prebidtico (DALONSO et al., 2009); além de vitaminas A, B e C,
proteinas, sais minerais, entre outros (SILVA et al., 2010), sendo os bulbilhos a parte mais
utilizada por ser o local em que os constituintes ativos estdo em maior quantidade (CHAGAS
etal., 2012).

A ocorréncia de fitopatdgenos € um fator que pode depreciar a qualidade do produto,
que é de extrema importancia para sua comercializacdo, sendo fundamental o controle da
presenca e manifestacdo de pragas e doencas em todo o processo produtivo, uma vez que
podem provocar reducdes tanto na producao agricola, quanto na qualidade do alho (MOURA
etal., 2013).

A fim de evitar a podriddo branca (Sclerotium cepivorum), muitos produtores estdo
adiantando aproximadamente um més a data de plantio do alho (28 de janeiro e 15 de
fevereiro), uma vez que nesse periodo 0s solos sdo mais quentes do que no tempo tradicional
de plantio (15 de marco a 15 de abril), sendo desfavoravel ao desenvolvimento do
fitopatégeno (PINTO et al., 2000). Porém, a condicdo quente e Umida é favoravel ao
desenvolvimento de outros fitopatdgenos, como é o caso do fungo Sclerotinia sclerotiorum,
que é uma espécie generalista causadora de doengas em mais de 500 espécies em todo o
mundo, sendo considerado um dos patdgenos de plantas mais devastadores e cosmopolitas
(BOLAND; HALL, 1994; BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006; JACCOUD FILHO et al.,
2017). Como o alho € uma especie hospedeira do S. sclerotiorum (BOLAND; HALL, 1994;
JACCOUD FILHO et al., 2017), o seu plantio em condi¢bes que favorecem o crescimento
desse patdgeno pode propiciar a ocorréncia de danos na cultura do alho (Figura 1.3), além de
permitir a manutencao deste fungo no solo sustentando a contaminagédo de outras culturas que

s8o susceptiveis.
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Figura 1.1 — Esclerddio de Sclerotinia sclerotiorum formando apotécio nas raizes de Allium
sativum.

Legenda: Ocorréncia em Sao Gotao - MG, na regiéc; do Alto Paranaiba, em Julho de 2017.
Fonte: Do autor (2018).

2.2 Sclerotinia sclerotiorum

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary produz micélio branco, formado por
hifas hialinas, finas e septadas, e esclerodios grandes (1,0 — 30,0 mm) de formato irregular,
rigidos e de coloracdo preta. Os esclerddios sdo agregados de hifas somaéticas, sendo
estruturas que promovem a sobrevivéncia do fungo em longo prazo, quando as condigdes sdo
desfavoraveis ao seu crescimento (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006; JACCOUD
FILHO et al., 2017).

De acordo com as condi¢des ambientais os esclerddios podem germinar produzindo
(1) micélio, que podem atacar diretamente os tecidos vegetais, ou (2) apotécio, que produz
ascosporos (esporos meioticos) que podem ser disseminados até 100 metros de distancia,
sendo o principal meio de infeccdo em grande parte das plantas hospedeiras (JACCOUD
FILHO etal., 2017; SHARMA et al., 2017).

E um fungo necrotréfico que, apesar de desencadear diferentes sintomas dependendo
do hospedeiro, geralmente causa o desenvolvimento de lesdes irregulares inicialmente
aquosas, seguida de necrose dos tecidos vegetais infectados e desenvolvimento de micélio
branco cotonoso e esclerodios interna e externamente (BOLTON; THOMMA,; NELSON,
2006; JACCOUD FILHO et al., 2017; SHARMA et al., 2017).
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Sua patogenicidade esta relacionada a secrecdo do &cido oxalico e de enzimas liticas,
como pectinases, celulases, hemicelulases, proteases, Xilanases e glicosidases, que atuam
macerando os tecidos vegetais degradando os componentes da parede celular (BOLTON;
THOMMA,; NELSON, 2006; JACCOUD FILHO et al., 2017; SHARMA et al., 2017). O
acido oxalico tem papel fundamental na infeccdo de S. sclerotiorum, uma vez que atua: (1)
penetrando no tecido vegetal antes das hifas e reduzindo o pH para em torno de 4-5, que é o
pH oOtimo para a atividade das enzimas liticas; (2) quelando o calcio na parede celular,
permitindo que a poligalacturonase hidrolise os pectatos, interrompendo assim a integridade
da parede celular hospedeira, além de comprometer as respostas de defesa da planta que sdo
dependentes do calcio; (3) manipulando a funcéo das células guarda pela inibi¢édo da producao
do acido abscisico, que induz o fechamento dos estbmatos, provocando a abertura dos
estdmatos e murcha das folhas; (4) suprimindo a explosdo oxidativa e limitando a resposta de
defesa vegetal (BOLTON; THOMMA,; NELSON, 2006; JACCOUD FILHO et al., 2017,
WALZ et al., 2008). Além disso, o ambiente acidificado pode enfraquecer a planta e torna-la
mais susceptivel ao crescimento do fitopatégeno (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006).

O Sclerotinia sclerotiorum apresenta ocorréncia em diversas culturas distribuidas em
quase todos os continentes, podendo ser em areas relativamente Umidas e de temperaturas
mais amenas, assim como em regifes quentes e secas, sendo a alta umidade imprescindivel
para 0 sucesso da germinacdo dos ascosporos e a infeccdo do tecido vegetal, enquanto a
temperatura 6tima para o desenvolvimento da doenca é em torno de 15 a 25°C (JACCOUD
FILHO et al., 2017). Ademais, existem outros fatores que favorecem a ocorréncia da doenca,
como a irrigagdo excessiva, monoculturas, sementes infectadas com o micélio ou
contaminadas com esclerddios, restolhos infectados deixados nos campos, aplicacdo de
fertilizantes de maneira desequilibrada, pois o aumento de fertilizante nitrogenado também
aumenta a incidéncia da doenca (SHARMA et al., 2017).

O controle do S. sclerotiorum é muito dificil devido a sua ampla gama de hospedeiros
e a longa sobrevivéncia dos esclerddios, sendo recomendado, portanto, a integracdo de varias
medidas. Entre as medidas adotadas para 0 manejo dessa doenga destacam-se: uso adequado
da 4gua na irrigacéo e dos fertilizantes no solo, rotacdo de culturas e uso de cobertura morta
com espécies ndo suscetiveis, utilizacdo de sementes livres de micélio e esclerddios,
tratamento das sementes, integracdo da lavoura com pastagens e controle biologico
(JACCOUD FILHO et al., 2017; SHARMA et al., 2017).

Os vastos danos em culturas de importancia econémica, a falta de hospedeiros com

niveis elevados de resisténcia e os desafios no controle da doenca causada por S. sclerotiorum
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tém impulsionado as pesquisas sobre esse patdogeno (BOLTON; THOMMA; NELSON,
2006).

2.3 Controle bioldgico de Sclerotinia sclerotiorum

Considerando o fato do controle de fitopatégenos nédo ser eficaz através de uma Unica
pratica cultural ou quimica, como, por exemplo, o uso de fungicidas ou a rotacdo cultural com
plantas resistentes (SOUSA; BLUM, 2013), destaca-se a importancia do uso do controle
bioldgico, pois é uma relevante ferramenta complementar a ser adotada. O controle bioldgico
apresenta diversas vantagens por ser um meétodo seguro, eficiente, economicamente viavel e
gue causa menos poluicdo que o uso de agroquimicos, sendo uma alternativa de interesse para
0 manejo sustentavel de doencas na agricultura organica (D’AGOSTINO; MORANDI, 2009).

O mofo branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum, é uma doenca de dificil
controle, conforme comentado anteriormente, sendo utilizadas grandes quantidades de
fungicidas que muitas vezes ndo apresentam resultados satisfatorios, uma vez que nem sempre
sdo capazes de controlar a germinacdo dos esclerddios no solo, atuando principalmente no
controle das infecgBes aéreas por ascosporos. Além disso, 0s agroquimicos provocam
desequilibrios ambientais e grandes gastos econémicos, fatores que podem ser reduzidos com
a aplicacdo de agentes de controle biolégico como uma abordagem complementar para o
manejo da doenca, além de apresentarem potencial para melhorar a qualidade e aumentar a
produtividade das culturas (CARDOSO; OLIVEIRA; FLOR, 2017).

Apesar do grande numero de trabalhos voltados para o controle bioldgico de
Sclerotinia sclerotiorum, ndo foram encontrados estudos para o controle biol6gico de S.
sclerotiorum em Allium sativum. Tendo em vista 0 aumento no risco de infeccdo do alho por
este fitopatdgeno, devido as alteracbes no seu periodo de plantio para condi¢cBes em que o
desenvolvimento do fungo é favorecido, conforme ja comentado, surge o interesse no controle
deste fitopatdgeno no alho, visando a prevencao da infeccdo da propria cultura do alho, assim
como evitar a manutencdo deste fungo no solo, consequentemente, ndo sustentando sua

ocorréncia e evitando a contaminacdo de outras culturas que sao susceptiveis.

2.3.1 Leveduras

As leveduras sdo fungos unicelulares que participam da microbiota epifitica,

endofitica e do solo onde se desenvolvem as plantas (MELLO et al., 2011). Estas tém sido
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utilizadas no controle de fungos fitopatogénicos principalmente por sua capacidade de
colonizar rapidamente, crescer em lesdes superficiais e competir com o fitopatdgeno por
nutrientes e espaco, uma vez que apresentam maior taxa de crescimento por serem
organismos unicelulares, em contraste com os fungos filamentosos que sdo multicelulares
(UBEDA et al., 2014). As leveduras também sdo capazes de promover a inducdo de
resisténcia nas plantas, conforme observado por Droby et al. (2002), em que a aplicacdo de
suspensdes de células de Candida oleophila em tecido de casca de frutos de pomelo (Citrus
paradisi cv. Marsh Seedless) provocou o acimulo de fitoalexinas, aléem de aumentar a
biossintese de etileno, a atividade de fenilalanina amonia liase e os niveis de quitinase e
proteina B-1,3-endoglucanase.

Foi observado por Chi et al. (2015) a formacdo de biofilme pela levedura Pichia
kudriavzevii, sendo o biofilme uma forma morfolégica mais resistente a temperaturas
elevadas e ao estresse oxidativo, além de estar envolvida na atividade de controle bioldgico.
Klein e Kupper (2018) relataram uma correlagdo positiva entre 0 aumento da atividade
antagbnica e o aumento da producéo de biofilme, destacando também a formacdo do biofilme
como uma importante caracteristica no controle biologico através da colonizacdo de lesdes,
protegendo a planta contra o ataque de fitopatdgenos.

Entre diversas espécies de leveduras, Ubeda et al. (2014) destacaram a espécie Pichia
kudriavzevii como boa candidata para o biocontrole e para a biorremediac¢éo no tratamento de
aguas residuais contaminadas por metais pesados, uma vez que inibiu os bolores avaliados,
Phaeomoniella chlamydospora, Neofusicoccum parvum, Diplodia seriata, Phaeoacremonium
aleophilum e Aspergillus niger, e acumulou a maior proporgdo dos trés metais testados,
Cr(VI1), Pb(Il), Cd(I1). Kupper et al. (2013) avaliaram Saccharomyces cerevisiae e Bacillus
subtilis no controle de Penicillium digitatum, observando reducdo do crescimento micelial do
fitopatdgeno por grande parte dos isolados bacterianos e por todos os isolados de leveduras; e
inibicdo da germinacdo de conidios por apenas um dos isolados bacterianos (72%) e
resultados superiores apresentados por dois isolados de S. cerevisiae (78 e 85,7 %).

Remlei-Starosta et al. (2016) aplicaram leveduras para controlar o mofo branco,
causado por Sclerotinia sclerotiorum, em Virginia mallow (Sida hermaphrodita), observando
maior inibicdo da doenca apos o tratamento com cepas de Candida albidus e Pichia anomala,
sendo verificada a producdo de enzimas extracelulares, tais como: amilases, quitinases,
proteases e pectinases. Reeleder (2004) relatou que as leveduras Cryptococcus albidus e
Pichia anomala também apresentam potencial para o controle do mofo branco, embora esse

controle da doenca em ambiente controlado e em testes de campo tenha sido menos
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expressivo do que o observado para o fungicida iprodiona ou para o agente de controle
biolégico Epicoccum nigrum.

Microorganismos antagonistas ja estdo comercialmente disponiveis, como é o caso das
leveduras Candida oleophila e Cryptococcus albidus, encontradas com o nome comercial
Aspire (Ecogen Inc., Langhorn, PA) e YieldPlus (Anchor Yeast, Cidade do Cabo, Africa do
Sul), respectivamente (DROBY et al., 2002).

2.3.2 Bacillus spp.

Assim como as leveduras, bactérias do género Bacillus também sdo de grande
interesse na agricultura, tanto por serem bactérias promotoras de crescimento em plantas,
guanto por apresentarem uma ampla gama de mecanismos antagdnicos, sendo capazes de
driblar as defesas do fitopatdgeno (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010). As bactérias
desse género colonizam as raizes, formando microcolonias ou biofilmes em locais preferidos
de exsudacdo das raizes, e atuam como agentes rizosféricos, com capacidade para degradar
substratos derivados de fauna, flora e compostos de origem organica, promovendo 0s
processos de fixacdo de nitrogénio e solubilizacdo de fosfatos, auxiliando na promog¢édo do
crescimento das plantas (CHEN et al., 2007; CHOUDHARY; JOHRI, 2009; CORRALES
RAMIREZ et al., 2017; KUMAR; DUBEY; MAHESHWARI, 2012). Atuam também
produzindo substancias antagonistas de fitopatdgenos e/ou induzindo mecanismos de
resisténcia na planta, entre outras formas de controle biol6gico (CHAURASIA et al., 2005;
CHEN et al., 2007; CHOUDHARY; JOHRI, 2009; GOND et al., 2015; HUANG et al., 2012;
KUMAR; DUBEY; MAHESHWARI, 2012). Além destes dois beneficios, o género Bacillus
apresentar grande diversidade fisiologica, que ocorre devido a formacgdo de enddsporos que
Ihe permitem estar em ambientes com condi¢Ges variaveis, possibilitando a sua longa
manutencdo e sobrevivéncia em habitats especificos (CORRALES RAMIREZ et al., 2017;
LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010).

Bactérias do género Bacillus mostraram-se eficientes no controle de S. sclerotiorum
através de antibiose (KUMAR et al., 2012; VINODKUMAR et al., 2017; WU et al., 2014).
Assim como observado para Sclerotium rolfsii, os isolados de Bacillus agem no campo
atraveés da liberacdo na rizosfera de compostos extracelulares, substancias antimicrobianas e
hormdnios vegetais, que suprimem as doencas das plantas, promovem o seu crescimento e
ajudam na absorcdo de nutrientes presentes no solo (SUNEETA; AIYANATHAN;
NAKKEERAN, 2016). Vinodkumar et al. (2017) observaram que Bacillus amyloliquefaciens
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provocou inibicdo de 45% do crescimento micelial de S. sclerotiorum e 100% da sua
producdo de esclerddios, atividade relacionada a producdo de diversos antibidticos, como a
iturina, bacilisina, bacilomicina, surfactina, subtilina e subtilosina, além da producdo de
outros metabolitos associados a inibicdo de S. sclerotiorum, identificados como fenois e
acidos graxos.

A imersdo das raizes de cravo em suspensdo bacteriana de estirpes efetivas de Bacillus
spp. foi considerado promissor para o controle do mofo branco nas hastes de cravos
cultivados, com reducdo na incidéncia da doenca e promocdo de crescimento da planta
(VINODKUMAR et al., 2017).

Wau et al. (2014) verificaram que a suspenséo de células de Bacillus amyloliquefaciens
(10® UFC/ml) diminuiu a incidéncia do mofo branco em 83,3%, semelhante ao observado
para o fungicida comercialmente disponivel (Dimetaclone). Entre 0os mecanismos de acéao
desta bactéria foram identificados: (1) a producdo de compostos antifingicos ndo volateis
(homologos de iturina) e volateis (tolueno, fenol, benzotiazole); (2) producédo de biofilme; (3)
producdo de sideroforos; (4) producdo de enzimas que degradam a parede celular (protease e
B-1,3-glucanase), destacando este microorganismo como um potencial agente para o controle
do mofo branco causado por S. sclerotiorum (WU et al., 2014).

Um importante mecanismo de acdo dos microorganismos antagonistas ao S.
sclerotiorum é a producdo de enzimas hidroliticas que degradam as células do fitopatogeno e,
consequentemente, suprimem o seu desenvolvimento através de micoparasitismo dos
esclerodios e das hifas, conforme observado através de micrografias de luz e
eletromicrografias de varredura a ocorréncia de deformidades e lise da parede celular do
micélio, anormalidades no apotécio e falha na germinacdo de ascosporos através da interacdo
do S. sclerotiorum com isolados de Bacillus (RAHMAN et al., 2016).

No mercado existem diversos produtos registrados para o controle biologico de
fitopatdgenos com linhagens comerciais de bactérias do género Bacillus, entre estes temos
alguns com indicacdo para o controle de Sclerotinia sclerotiorum, como é o caso do Amylo-
X® (Intrachem Bio Italia SpA), produto a base de Bacillus amyloliquefaciens, que atua por
competicdo, antibiose e inducdo de resisténcia; o Ballad® (AgraQuest), produto elaborado
com Bacillus pumilus, com atuacdo atraves de antibiose, competicdo, promocdo de
crescimento e indugdo de resisténcia; e FZB24® (ABITEP GmbH), elaborado a partir do
isolado FZB24 de Bacillus subtilis, que age estimulando o crescimento das plantas,

aumentando o rendimento e induzindo resisténcia contra estresses e infeccbes por
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fitopatdgenos, ndo tendo sido observada até entdo nenhuma atividade direta contra
fitopatdgenos no solo (D’AGOSTINO; MORANDI, 2009).

2.4 Interacdes planta x patogeno e os agentes de controle bioldgico

Por ser um fungo necrotrofico, S. sclerotiorum consegue se nutrir de células mortas do
hospedeiro, driblando a resposta hipersensivel da planta, geralmente relacionada a uma
estratégia de defesa inicial da planta, em que é provocada a morte das células no local da
infeccdo para conter o crescimento do patégeno (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992;
WALZ et al., 2008). Outra estratégia desse fitopatdgeno esta relacionada a liberacdo de acido
oxalico que, entre seus diversos mecanismos de acao, também pode atuar inibindo a explosédo
oxidativa da planta em resposta a infeccéo, impedindo a sinalizacdo da planta para inducao de
respostas de defesa secundarias, como a producdo de metabdlitos antifingicos (WALZ et al.,
2008).

Nas interacGes planta x patdgeno, a resposta de defesa da planta estd frequentemente
associada ao estresse oxidativo, inclusive em infec¢bes por Sclerotinia sclerotiorum (JAIN et
al., 2013; WALZ et al., 2008). A explosdo oxidativa é considerada necessaria para varias
respostas de defesa subsequentes, sendo geradas espécies reativas de oxigénio (ERO) que
servem como mensageiros secundarios nas vias de sinalizacdo intra e intercelular (JAIN et al.,
2013).

Para se protegerem do dano oxidativo provocado pelas ERO na explosdo oxidativa as
plantas desenvolveram sistemas antioxidantes que auxiliam no gerenciamento de ERO, para
que figuem em niveis 0 mais baixo possivel dentro da célula (JAIN et al., 2013; RESENDE;
SALGADO; CHAVES, 2003). Este sistema antioxidante é composto por enzimas
antioxidantes, como a superdxido dismutase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase,
peroxiredoxina, catalase, polifenol oxidase (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014), assim
como por antioxidantes ndo-enzimaticos, como glutationa, tocoferdis, carotenoides, ascorbato,
flavonoides e outros compostos fenolicos, sendo a sucetibilidade de uma planta ao estresse
oxidativo gerado por fitopatdgenos dependente do equilibrio entre os fatores bidticos que
aumentam a geracdo de oxidantes e o0s componentes celulares que apresentam uma
capacidade antioxidante (JAIN et al., 2013).

Na rizosfera ocorrem importantes interagcdes entre 0s microorganismos e a planta, as
quais podem desempenhar fungdes na protecao contra fitopatdgenos (JAIN et al., 2015). Essas

interacbes podem provocar alteracbes no estado fisioldgico da planta, como é o caso da
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inducdo de resisténcia sisttmica, provocando alteragdes no metabolismo secundario que
promovem sua adaptacéo as situacdes de estresse. Jain et al. (2015) observaram influencia da
infeccdo por S. sclerotiorum em plantas de ervilhas, tratadas com microorganismos benéficos
e ndo tratadas, no metabolismo dos fenilpropanoides, havendo aumento no teor de compostos
fendlicos nas plantas tratadas com Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum e Pseudomonas
aeruginosa, isoladamente e na forma de consorcio.

Jain et al. (2013) observaram que, quando as plantas de ervilha estavam tratadas com
microorganismos beneéficos, Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum e Pseudomonas
aeruginosa, isoladamente e em consdércio, houve aumento na producéo de H,O, 24 horas apds
o desafio com Sclerotinia sclerotiorum, assim como também houve aumento no teor de acido
ascorbico e na atividade das enzimas antioxidantes peroxidase do ascorbato, catalase,
peroxidase de guaiacol e glutationa peroxidase e reducdo na peroxidacao lipidica quando
comparadas com as plantas ndo tratadas.

Rodriguez et al. (2016) observaram relagdes semelhantes, em que o fungo
Phialomyces macrosporus, agente de controle biolégico, atuou reduzindo a severidade da
antracnose em mudas de café através da competicdo por nutrientes e pela inducdo de
resisténcia, em que promoveu o crescimento das plantas, colonizou as raizes e hastes, cresceu
na superficie das folhas e aumentou a permeabilidade da cuticula, aumentou a atividade das
enzimas peroxidase de guaiacol (POX), catalase (CAT) e fenilalanina amonia-liase (PAL),

aumentou o conteudo de compostos fenélicos e a deposicédo de lignina.

2.5 Influéncia de microorganismos na composicao fitoquimica

Uma das estratégias para o aumento na producdo de metabdlitos secundarios de
interesse esta em causar condi¢cfes de estresses bidticos e abidticos (JIMENEZ-GARCIA et
al., 2013), uma vez que as plantas possuem habilidade de produzir diversos metabolitos
secundarios relacionados a adaptacdo as situacdes de estresse (SHETTY; WAHLQVIST,
2004). As fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas em resposta ao
estresse, ataque de microorganismos e/ou tratamentos elicitores, geralmente com agéo
antimicrobiana e potencialmente exploradas como componentes nutricionais enriquecendo
alimentos, apresentando atividade antioxidante, anti-inflamatoria, hipocolesterolémica,

inclusive agdo anticancerigena (BOUE et al., 2009).



23

As leveduras competem por nutrientes com o0s fungos patogénicos, colonizam
ferimentos e podem induzir respostas de defesa na planta (MELLO et al., 2011), assim como
as bactérias do género Bacillus (CHOUDHARY:; JOHRI, 2009; GOND et al., 2015), sendo
estes microorganismos cada vez mais estudados como ferramentas na realizacdo do controle
biolégico de fitopatdgenos (ABRAHAM; LAING; BOWER, 2010; JANISIEWICZ;
KURTZMAN; BUYER, 2010; KUPPER et al., 2013; MACHADO; BETTIOL, 2010;
PUNJA; UTKHEDE, 2003; VARGAS et al., 2012) e na inducdo de resisténcia em plantas
(ARAUJO; MENEZES, 2009; BERNARDES et al., 2010; ZANARDO; PASCHOLATI;
FIALHO, 2009). Nesse contexto, é importante levar em consideracdo que o uso das leveduras
e bactérias do género Bacillus no controle bioldgico de fitopatdgenos pode induzir respostas
de defesa nas plantas, podendo promover alteracGes na composicao fitoquimica.

Baenas, Garcia-Viguera e Moreno (2014) relatam o uso de tratamentos elicitores como
promotores de respostas de defesa nas plantas, podendo induzir a sintese de compostos
fitoquimicos, tanto através do metabolismo primério, como através do metabolismo
secundario. O extrato de leveduras estd entre os tratamentos elicitores apresentados na
revisao, uma vez que este apresenta varios componentes, como quitina, oligdbmeros de N-
acetilglucosamina, B-glucano, glicopeptideos e ergosterol, que sdo capazes de provocar
respostas de defesa na planta.

O resveratrol é um polifenol produzido pelas uvas, entre outras espécies vegetais, que
apresenta grande interesse para a salde humana devido a sua atividade antioxidante e
propriedades quimiopreventivas contra diversos tipos de cancer e doencas cardiovasculares
(ABE et al., 2007; SHANKAR; SINGH; SRIVASTAVA, 2007). Trata-se de uma fitoalexina
produzida pela uva em situacBes de estresse, como a radiacdo UV e o ataque de fitopatdgenos,
conforme observado por Jeandet et al. (1995) o aumento no teor de resveratrol em uvas (Vitis
vinifera) atacadas por Botrytis cinerea em condi¢des naturais (Tabela 1.1).

Estudos demonstraram que fungos micorrizicos arbusculares (FMA) podem induzir o
acumulo de carotenoides, compostos fendlicos, antocianinas e tocoferol em folhas de alface
(Lactuca sativa L.) (Tabela 1.1), sendo uma alternativa suplementar viavel para melhorar a
qualidade nutricional desta cultura (BASLAM et al., 2013; BASLAM; GOICOECHEA,
2012). Os FMA aumentaram o crescimento das plantas sem causar efeito de diluicdo em seus
compostos bioativos, indicando que a simbiose micorrizica tem potencial para aumentar a
ingestdo de compostos com atividade antioxidante sem necessidade de aumentar 0 consumo
de alface na alimentacdo (BASLAM et al., 2013).



24

Giovannetti et al. (2012) encontraram resultados semelhantes utilizando FMA em
tomates (Solanum lycopersicum L.), aumentando em 18,5% o teor de licopeno quando
comparado ao controle sem a inoculacdo, sendo este carotenoide um importante metabolito
produzido pelo tomate com expressiva atividade antioxidante e papel essencial na prevencéo
de doengas (SHAMI; MOREIRA, 2004) (Tabela 1.1). Além disso, essa associa¢do da planta
com FMA provocou aumento nos teores de Ca, K, P e Zn, melhorando o valor nutricional dos
frutos (Tabela 1.1). Os fungos micorrizicos arbusculares apresentam grande potencial de
aplicacdo em sistemas sustentaveis de producdo de alimentos, pois além de participarem do
equilibrio ecolégico na rizosfera das plantas também é economicamente viavel, garantindo
menores danos ao ambiente e producdo de alimentos de alta qualidade (GIOVANNETTI et
al., 2012).

Tabela 1.1 - Alteragcbes nos compostos bioativos e nutricionais das plantas por
microorganismos.

Plantas Agentes elicitores Compostos Alteracéo Referéncia
Malus Extrato de levedura
domestica com Venturia compostos fendlicos Aumento
(macd) inaequalis
Curcuma (DIAS et al., 2016)
mangga Extrato qle levedura compostos fendlicos Aumento
(Acafrao e quitosana
branco)
Nicotiana Gene ornitina o _ (KARUPPUSAMY,
rustica descarboxilase de nicotina e serotonina Aumento 2009)
(mapacho) leveduras
Medicago Extrato de levedura isoflavonas Aumento
truncatula
Glycyrrhiza flavanona 2-hydroxilase, (SAINI et al., 2013)
echinata Extrato de levedura isoflavona 2z- Aumento
(alcaguz) hydroxilase e isoflavona
Cucumis (SHEHATA,
sativus Leveduras N, P, K, Fe, Zn, Cu, Mn  Aumento FAWZY; EL-
(pepino) RAMADY, 2012)
Saccharomyces compostos Aumento
cerevisiae organossulfurados
_Alllum Lactobacillus compostos Aumento  (KIM et al., 2016)
sativum (alho) plantarum organossulfurados

compostos

Aumento
organossulfurados

Mimulus pilosus

Vitis vinifera
(uva)

(JEANDET etal.,

Botrytis cinerea resveratrol Aumento 1995)

Fonte: Do autor (2018).
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Tabela 1.1 — Alteracbes nos compostos bioativos e nutricionais das plantas por
microorganismos (continuagao).

Plantas Agentes elicitores Compostos Alteracéo Referéncia
Lycopersicon Polyversum® -
esculentum (Pythium compz:(;srg?[serfﬁ?é)élscos ¢ Reducéo
(tomate) oligandrum) (CWALINA-
L. esculentum ﬁm’zgg\%\;ﬁé
(tomate) e Polyversum® 2012 :
Capsicum (Pythium pectina Aumento )
annuum oligandrum)
(pimentdo)
Glomus :
. ) licopeno Aumento
| SolanL_Jm intraradices (fungo P (GIOVANNETTI
ycopersicum micorrizico etal.,, 2012)
(tomate) arbuscular - FMA) Ca, K,Pezn Aumento
Lactuca sativa in tracr;alg?gg: e compostos fenolicos, (BASLAM;
var. Capitata mosseae (FM A. antocianinas e Aumento GOICOECHEA,
(alface) carotenoides totais 2012)

comercial)

Fonte: Do autor (2018).

Kuhn e Pascholati (2010) testaram um indutor bi6tico (Bacillus cereus) e um abiotico
(acibenzolar-S-metil) na inducdo de resisténcia em feijoeiro contra a bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli e observaram que ambos indutores protegeram a cultura contra o
fitopatdgeno, porém o indutor abiotico reduziu o teor de compostos fendlicos e a biomassa da
planta, enquanto o indutor bidtico, a bactéria B. cereus, ndo provocou redugdes nesses
parametros comparado ao controle.

Os microorganismos podem ser utilizados para a fortificacdo de alimentos, como no
trabalho de Kim et al. (2016) que promoveram a fermentacdo do alho com a bactéria
Lactobacillus plantarum, o fungo filamentoso Mimulus pilosus e a levedura Saccharomyces
cerevisiae, obtendo aumento o teor de compostos organossulfurados (Tabela 1.1). Esses
resultados despertam o interesse em saber se haverd alguma alteragdo composicional
decorrente da aplicacdo de leveduras e bactérias no controle biolégico de Sclerotinia

sclerotiorum em alho.
2.6 Fatores que alteram a composicao fitoquimica do alho
Existem diversos fatores que provocam alteracbes no teor e composi¢do de

metabolitos secundarios nas plantas, como o periodo do plantio e da colheita, a
disponibilidade hidrica, ataques de pragas e fitopatdgenos, entre outros. O teor de compostos
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organossulfurados nos bulbos de alho é alterado durante o seu cultivo e armazenamento
(YOO et al., 2010), podendo ocorrer devido a diferentes fatores, conforme sera discutido
adiante.

Modificacdes na temperatura, luminosidade e disponibilidade hidrica sdo notaveis para
a cultura do alho, em razdo de ser uma planta originaria de clima frio apresenta algumas
exigéncias com relacdo a estas condicdes, podendo o seu desenvolvimento vegetativo e a
produtividade serem afetados por estes fatores (RESENDE; HABER; PINHEIRO, 2015).
Montafio et al. (2011) encontraram relacdo entre as condic¢des climaticas dos locais do cultivo
(temperatura média e precipitacdo total entre o plantio e a colheita) e o teor de aliina,
precursor para a producdo da alicina; assim como a data de plantio que influenciou os teores
de aliina e isoaliina, sendo maiores nas datas normais de plantio. Além disso, foi relatado por
Martins, Petropoulos e Ferreira (2016) em sua revisao que o déficit leve de adgua (reducdo de
40%) durante a estacdo de crescimento causou alteracdes significativas nos compostos
antioxidantes e na atividade de enzimas antioxidantes, como catalase, glutationa redutase,
glutationa S-transferase, peroxidase e superdxido dismutase.

Os nutrientes fornecidos para a planta € outro fator consideravel quando se pretende
alterar a composicdo fitoquimica, conforme apresentado por Bloem, Haneklaus e Schnug
(2010), que promoveram fertilizagdo com enxofre e nitrogénio no cultivo do alho provocando
aumento no teor de cisteina, glutationa e aliina nas folhas e no bulbo.

O ataque de fitopatdgenos causa estresse na planta podendo induzir a producdo de
metabolitos secundarios de defesa, conforme foi observado por Pontin et al. (2015), que
encontraram a producdo de terpenos com propriedades antifungicas no alho em resposta a
infecgdo por Sclerotium cepivorum. Além disso, podem ser utilizados tratamentos elicitores,
bidticos ou abidticos, promovendo a inducéo de resisténcia na planta contra os fitopatogenos,
levando ao aumento da producdo de determinados compostos pela planta como mecanismos
de defesa (BAENAS; GARCIA-VIGUERA; MORENO, 2014).

Dessa forma, pode-se concluir que as condi¢fes de cultivo e armazenamento podem
afetar consideravelmente a composicdo quimica do alho, podendo o cultivo em areas
selecionadas, assim como a aplicagédo de nutrientes e microorganismos, serem usados para
manipular o teor de compostos bioativos, assim como 0 seu armazenamento de maneira
adequada e processamento, influenciando, consequentemente, a qualidade do produto final
(MARTINS; PETROPOULOQS; FERREIRA, 2016).
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2.7 Compostos bioativos do alho e sua atividade antioxidante

O alho apresenta diversos compostos bioativos responsaveis pela sua ampla gama de
atividades bioldgicas de interesse medicinal e no controle de pragas e doencas
(SLUSARENKO; PATEL; PORTZ, 2008), como é o caso dos compostos fenolicos e dos
tiosulfinatos (LANZOTTI, 2006). Estes atuam na protecdo da planta contra o estresse
oxidativo, provocado por diversas condicdes adversas, apresentando-se como moléculas
antioxidantes também para a aplicacdo na saude humana (ASIF, 2015; BORLINGHAUS et
al., 2014).

2.7.1 Tiosulfinatos

Os tiosulfinatos sdo os compostos mais bem estudados em espécies do género Allium
(LANZOTTI, 2006). S&o originados a partir da aliina, localizada no citoplasma, por meio de
uma reacdo enzimatica catalisada pela enzima aliinase, presente nos vacuolos, reacdo que sé
ocorre quando o bulbilho é cortado ou esmagado, provocando o contato entre a aliina e a
aliinase (Figura 1.1) (LANZOTTI, 2006; LONDHE et al., 2011; SILVA; MORETTI,
MATTOS, 2010). A reacdo inicialmente da origem a &cidos sulfénicos, intermediarios
altamente reativos, que imediatamente produzem tiosulfinatos por reacdo de condensacéo,
sendo a alicina um importante tiosulfinato produzido através desta reacdo (Figura 1.1)
(LANZOTTI, 2006; LAWSON; HUGHES, 1992).

A alicina (dialil tiosulfinato) é uma molécula de defesa do alho (Allium sativum L.)
com uma ampla gama de aplicagbes de interesse na medicina e na agricultura organica
(BORLINGHAUS et al., 2014; CURTIS et al., 2004), apresentando atividade antibidtica
contra diversos virus, bactérias, fungos e parasitas, atuando na sua destrui¢cdo ou inibicdo
(LONDHE et al., 2011; SILVA et al., 2010), sendo responsavel na planta pela sua protecdo
contra os patdgenos e predadores.

Por ser um tiosulfinato, a alicina sofre uma reacdo redox com 0s grupos tiol na
glutationa e em proteinas, prevenindo sua oxidacdo, acreditando-se que a maioria dos efeitos

da alicina s&o mediados por mecanismos redox dependentes (BORLINGHAUS et al., 2014).
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Figura 1.2 — Esquema da biossintese dos tiosulfinatos no alho.
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Fonte: Adaptado de RAMIREZ et al. (2017).

2.7.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos apresentam ampla variedade de estruturas e fungoes,
geralmente formados por um anel aromatico contendo um ou mais substituintes de grupo
hidroxila (-OH). Séo sintetizados através de duas vias metabolicas primarias, a via do acido
chiguimico e a via dos poliacetatos, sendo produzidos tipicamente a partir dos seguintes
precursores biossintéticos: fosfoenolpiruvato, piruvato, acetato e alguns aminoéacidos, acetil
CoA e malonil CoA (Figura 1.2) (PEREIRA; ANGELIS-PEREIRA, 2014).

As plantas absorvem a radiacdo do sol e geram altos niveis de oxigénio como produto
secundario da fotossintese, o qual é ativado pela radiacdo ultravioleta (UV) e pelo calor da luz
solar para produzir espécies reativas de oxigénio (ERO) toxicas. Consequentemente, as
plantas produzem antioxidantes, enzimaticos ou ndo, a fim de neutralizar e desintoxicar as
ERO, sendo estes fitoquimicos amplamente utilizados em beneficio da satde humana com
propriedades antioxidantes, quimiopreventiva ou quimioprotetora (ASIF, 2015). Entre estes
metabolitos destacam-se os compostos fenolicos, tais como os flavonoides, substancias que
apresentam elevada atividade antioxidante, sendo, portanto, uma das classes mais comuns de
metabolitos na natureza (ASIF, 2015; BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006;
SILVA; MORETTI; MATTOS, 2010).
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Figura 1.3 — Esquema da biossintese dos compostos fendlicos nas plantas.
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Os compostos fendlicos interferem no processo de oxidagdo eliminando os radicais
livres, através da doacdo de atomos de hidrogénio ou elétrons, e também quelando cations
metalicos, que sdo agentes pré-oxidantes, prevenindo a formacdo dos radicais livres
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; BIANCHI; ANTUNES, 1999;
SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Além da atividade antioxidante, os compostos fenolicos possuem importantes fungdes
bioldgicas nas plantas relacionadas: (1) a estrutura, como é o caso da lignina nas paredes
celulares, que confere resisténcia mecanica e rigidez; (2) a polinizagcdo, como o exemplo dos
flavonoides que conferem cor as flores tornando-as atrativas aos agentes polinizadores; (3) a
resisténcia aos patdgenos, com o acumulo de lignina como resposta imediata no local da
infeccdo para retardar ou parar o crescimento do patdgeno, seguida da ativacdo de respostas
secundarias de defesa desencadeando a producdo de fitoalexinas antibidticas especificas; entre
outras (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992; PEREIRA; ANGELIS-PEREIRA,
2014).
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2.7.3 Atividade antioxidante

Antioxidantes sdo substancias, naturais ou sintéeticas, capazes de retardar ou impedir a
oxidacdo quando presente em concentracGes menores do que o substrato oxidavel (BIANCHI;
ANTUNES, 1999; SILVA; MORETTI; MATTOS, 2010). O selénio, os compostos
organossulfurados e os compostos fendlicos estdo entre os antioxidantes do alho, agindo
através da eliminacdo de radicais livres, protendo a membrana de danos e mantendo a
integridade celular (CHAGAS et al., 2012; DALONSO et al., 2009).

Okada et al. (2005) observaram que as propriedades antioxidantes do extrato de alho
sdo principalmente atribuidas a presenca de alicina, uma vez que o extrato apresentou
significativa atividade antioxidante quando na presenca da alicina, enquanto o extrato
preparado sem alicina apresentou resultado bem menos expressivo. Além dos tiosulfinatos, o
extrato de alho também apresenta compostos fendlicos, como flavonoides e &cidos fendlicos,
0s quais podem apresentar atividades antioxidantes semelhantes as de antioxidantes sintéticos,
como o hidroxianisol butilado (BHA) e o hidroxitolueno butilado (BHT) (BENKEBLIA;
LANZOTTI, 2007; FUKUMOTO; MAZZA, 2000).

Na salde humana, os compostos fendlicos, assim como os tiosulfinatos, vém
ganhando atencdo devido a suas propriedades antimicrobiana, antiviral e antioxidante,
protegendo contra o estresse oxidativo, que afeta membranas, componentes celulares e acidos
nucléicos, além do importante papel na prevencdo do cancer (BENKEBLIA; LANZOTTI,
2007; FRATIANNI et al., 2016; ROTHWELL; KNAZE; ZAMORA-RQOS, 2017).

2.8 Perspectivas da aplicacdo de leveduras e Bacillus spp. no controle de Sclerotinia
sclerotiorum em Allium sativum

Leveduras e Bacillus spp. sdo agentes de biocontrole amplamente utilizados contra
diversos fitopatdgenos com resultados satisfatorios e produtos comerciais ja disponiveis no
mercado (D’AGOSTINO; MORANDI, 2009; DROBY et al., 2002). O uso de
microorganismos antagonistas no controle de Sclerotinia sclerotiorum na cultura do alho é de
interesse tendo em vista que este é consumido principalmente in natura, sendo importante a
reducdo no uso de agroquimicos. Tanto as leveduras, quanto as bactérias do género Bacillus ja
vém sendo estudadas para aplicacdo no controle de S. sclerotiorum em outras culturas, sendo

interessante verificar se promovem o controle biolégico deste fitopatdgeno no alho.
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Ademais, as plantas sdo capazes de se defender de potenciais agentes patogénicos
através de metabdlitos secundarios, cuja producdo é desencadeada por moléculas elicitoras ou
agentes indutores. Os metabolitos secundarios sdo moléculas com extensa gama de atividades
bioldgicas, muitas vezes de interesse bioldgico. Agentes de biocontrole podem atuar como
elicitores induzindo respostas de defesa no hospedeiro e provocando a producdo destes
metabdlitos secundarios (PUNJA; UTKHEDE, 2003), apresentando grande potencial de
aplicacdo tanto na supressdo da doenca, quanto para a obtencdo destes compostos de interesse
(Figura 1.4).

Figura 1.4 - Controle de fitopatdgenos e obtencdo de metabdlitos secundarios de interesse
através da inducdo de respostas de defesa na planta por agentes de
biocontrole.
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Fonte: Do autor (2018).

No uso de agentes de controle biolégico deve-se considerar também o potencial destes
como agentes elicitores, levando a producdo de metabolitos secundarios que podem ser
principios ativos com alto valor nas industrias farmacéuticas e agrondmicas. O alho é uma
planta que produz uma ampla gama de moléculas de interesse biolégico, sendo desejavel a
escolha de microorganismos antagonistas que apresentem atividade elicitora para aplicacdo no
controle bioldgico dos fitopatdgenos.

Uma vez que S. sclerotiorum é um fitopatbgeno cosmopolita encontrado no solo,
onivoro e nao especifico (CHOUDHARY; PRASAD, 2012), e por serem encontrados relatos
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de infeccdo do alho por este fungo (BOLAND; HALL, 1994; JACCOUD FILHO et al.,
2017), existe a possibilidade deste patdgeno atacar a cultura do alho e causar danos, sendo
importante o estudo de potenciais agentes de biocontrole, como as leveduras e bactérias do
género Bacillus, os quais podem tanto agir no controle deste e de outros fitopatdgenos, quanto
agir como promotores de crescimento e/ou agentes elicitores melhorando a qualidade do
produto.
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CONTROLE BIOLOGICO DE Sclerotinia sclerotiorum EM Allium sativum L. POR
LEVEDURAS E Bacillus spp.

RESUMO

O alho (Allium sativum) é uma hortalica que faz parte da tradi¢do popular em todo 0 mundo e
é reconhecida por seus usos alimenticios e medicinais. E uma cultura que pode ser atacada por
diversos fitopatdgenos, entre eles o Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo branco. O
controle bioldgico é um método eficiente, econémico e que causa menores impactos do que 0
uso de agroquimicos, apresentando-se como Otima alternativa na pratica da agricultura
orgénica. Portanto, objetivou-se verificar o efeito de bactérias e leveduras no controle
biolégico de S. sclerotiorum in vitro e in vivo em Allium sativum. Foram testadas duas
leveduras Pichia kudriavzevii e Candida labiduridarum e quatro bactérias Bacillus acidiceler,
B. macauenses, B. amyloliquefaciens e B. pumilus. Avaliaram-se o efeito de metabdlitos
antifungicos volateis e difusiveis sobre o crescimento micelial de S. sclerotiorum in vitro.
Para verificar o controle biologico de S. sclerotiorum in vivo em Allium sativum bulbilhos
foram imersos em suspensées de cada levedura e bactérias na concentracdo de 1 x 10°
células/ml. Em seguida, foi feita a inoculacdo do fitopatdgeno e os bulbilhos foram mantidos
em camara Umida por 15 dias, quando foi avaliado o didmetro da lesdo. Eletromicrografias
foram elaboradas para observacdo da interacdo entre o fitopatdgeno e os agentes de
biocontrole nos bulbilhos de alho. Os resultados evidenciaram maior percentual de inibigdo no
crescimento de S. sclerotiorum pelos metabdlitos volateis produzidos por C. labiduridarum,
B. macauenses, B. amyloliquefaciens e B. pumilus, com variagdo na inibi¢cdo do crescimento
fangico de 74,61 % (C. labiduridarum) a 87.61 % (B. pumilus). Com relacdo a producédo de
metabdlitos difusiveis, foi observada elevada reducdo no crescimento de S. sclerotiorum na
direcdo de B. amyloliquefaciens (84 %), sugerindo que esta produz compostos que inibem o
desenvolvimento do fitopatdgeno. Nao foi observada a inibi¢do do crescimento da col6nia do
fungo na direcdo oposta as bactérias e leveduras avaliadas. A reducdo na area afetada pela
doenca foi mais expressiva nos bulbilhos de alho tratados com B. pumilus (86,74 %) e C.
labiduridarum (61,47 %). As eletromicrografias mostraram a colonizacdo superficial dos
bulbilhos por todos os agentes de biocontrole testados e a colonizacdo das hifas do patogeno
por Pichia kudriavzevii, Bacillus acidiceler e B. amyloliquefaciens. Destacaram-se as
bactérias B. amyloliquefaciens e B. pumilus e a levedura C. labiduridarum como de interesse
em pesquisas para o controle bioldgico de S. sclerotiorum em A. sativum.

Palavras-Chave: alho; Bacillus amyloliquefaciens; Bacillus pumilus; Candida
labiduridarum; Biocontrole.
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BIOLOGICAL CONTROL OF Sclerotinia sclerotiorum IN Allium sativum L. BY YEAST
AND Bacillus spp.

ABSTRACT

Garlic (Allium sativum) is a vegetable that is part of a tradition popular throughout the world
and is recognized for its dietary and medicinal uses. It is a crop that can be attacked by several
phytopathogens, among them Sclerotinia sclerotiorum, which caused the white mold.
Biological control is an efficient, economical method and that causes fewer impacts than the
use of agrochemicals, presenting itself as a great alternative in the practice of organic
agriculture. Therefore, aimed to verify the effect of bacteria and yeast in biological control of
S. sclerotiorum in vitro and in vivo in Allium sativum. Two yeasts, Pichia kudriavzevii and
Candida labiduridarum, and four bacteria, Bacillus acidiceler, B. macauenses, B.
amyloliquefaciens and B. pumilus were tested. The effect of volatile and diffusible antifungal
metabolites on mycelial growth of S. sclerotiorum in vitro was evaluated. To verify the
biological control of S. sclerotiorum in vivo garlic cloves were immersed in suspensions of
each yeast and bacteria at a concentration of 1 x 10 cells/ml. Then the inoculation of the
phytopathogen was carried out and the cloves were kept in a moist chamber for 15 days, when
the diameter of the lesion was evaluated. Electromicrographs were elaborated to observe the
interaction between the phytopathogen and the biocontrol agents in the garlic cloves. The
results showed a higher percentage of inhibition in the growth of S. sclerotiorum by the
volatile metabolites produced by C. labiduridarum, B. macauenses, B. amyloliquefaciens and
B. pumilus, with variation in inhibition of fungal growth of 74.61 % (C. labiduridarum) to
87.61 % (B. pumilus). Regarding the production of antifungal metabolites, a high reduction in
the growth of S. sclerotiorum in the direction of B. amyloliquefaciens (84 %) was observed,
suggesting that it produces compounds that inhibit the development of the phytopathogen. No
inhibition of fungal colony growth was observed in the opposite direction to the evaluated
microorganisms. The reduction in the area affected by the disease was more significant in
garlic cloves treated with B. pumilus (86.74%) and C. labiduridarum (61.47%).
Electromicrographs showed the surface colonization of garlic cloves by all tested biocontrol
agents and the phytopathogen hyphae colonization by Pichia kudriavzevii, Bacillus acidiceler
and B. amyloliquefaciens. Bacteria B. amyloliquefaciens and B. pumilus and yeast C.
labiduridarum were of interest in research for the biological control of S. sclerotiorum in A.
sativum.

Key-words: garlic; Bacillus amyloliquefaciens; Bacillus pumilus; Candida labiduridarum;
Biocontrol.
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1 INTRODUCAO

O alho (Allium sativum L.) é uma espécie de hortalica originaria da Asia, pertencente a
familia Alliaceae, que faz parte dos habitos culturais de grande parte da populacdo mundial. E
uma planta medicinal utilizada desde a antiguidade no tratamento de varias doencgas nos seres
humanos, tendo como principais atividades bioldgicas o combate a infec¢des, a prevengdo ao
cancer e a capacidade de baixar a pressdo arterial e o colesterol, além de ser empregado como
antifangico,  anti-helminticos, anti-hipertensivo leve, antidiabético, antioxidante,
hepatoprotetor, anti-inflamatério e na cicatrizacdo de feridas (BORLINGHAUS et al., 2014;
CORZO-MARTINEZ; CORZO; VILLAMIEL, 2007; GARCIA GOMEZ; SANCHEZ-
MUNIZ, 2000; LONDHE et al., 2011; YEH; LI1U, 2001).

Além de suas aplicacbes medicinais, é também uma espécie amplamente utilizada
como alimenticia e no controle de pragas e doencas (SLUSARENKO; PATEL; PORTZ,
2008), devido a sua composicao fitoquimica, em que sdo encontrados Oleos essenciais,
compostos sulfurados, carboidratos, proteinas, sais minerais e vitaminas, sendo os bulbilhos a
parte mais utilizada por ser o local em que o0s constituintes ativos estdo em maior quantidade
(CHAGAS et al., 2012; KUSANO et al., 2016).

A ocorréncia de fitopatdgenos esté entre os fatores que pode depreciar a qualidade do
produto, além de provocar reducdes em sua producdo, sendo fundamental o controle da
presenca e manifestacdo de pragas e doencas em todo o processo produtivo. A fim de evitar a
podriddo branca (Sclerotium cepivorum), muitos produtores estdo adiantando a data de plantio
do alho, uma vez que nesse periodo os solos sdao mais quentes do que no tempo tradicional de
plantio, sendo desfavoravel ao desenvolvimento do fitopatdgeno (PINTO et al., 2000). Porém,
a condicdo quente e Umida é favoravel ao desenvolvimento de outros fitopatdgenos, como é o
caso do fungo Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo branco, que é uma espécie
generalista causadora de doencas em mais de 500 espécies em todo o mundo, sendo
considerado um dos patégenos de plantas mais devastadores e cosmopolitas (BOLAND;
HALL, 1994; BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006; JACCOUD FILHO et al., 2017;
MCDONALD; BOLAND, 2017). Como o alho é uma espécie hospedeira do S. sclerotiorum
(BOLAND; HALL, 1994; JACCOUD FILHO et al., 2017), o seu plantio em condicGes que
favorecem o crescimento desse patdogeno pode propiciar a ocorréncia de danos na cultura do
alho, além de permitir a manutencdo deste fungo no solo sustentando a contaminacdo de

outras culturas que sdo susceptiveis.
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O meio de controle mais utilizado é o quimico, cujo uso apresenta grandes riscos para
0 meio ambiente e para a salde humana, aumenta os custos da produgdo, além de nao
apresentar resultados satisfatorios, pois atuam principalmente controlando a infeccdo aérea
pelos ascosporos, ndo agindo de maneira eficaz sobre a germinacdo dos esclerédios no solo
(CARDOSO; OLIVEIRA; FLOR, 2017). Além disso, o controle do fitopatégeno néo é eficaz
através de uma Unica pratica cultural ou quimica, como, por exemplo, o uso de fungicidas ou
a rotacdo cultural com plantas resistentes (SOUSA; BLUM, 2013). Dessa forma, surge a
demanda por métodos diversificados para o controle do fitopatdgeno, sendo o controle
bioldgico um método bastante estudado pela sua eficiéncia, por ser mais econémico e causar
menores impactos do que o uso de agroquimicos, apresentando-se como uma Otima
alternativa na pratica da agricultura organica.

Nesse contexto, objetivou-se verificar o efeito de leveduras e bactérias do género
Bacillus no controle biol6gico de Sclerotinia sclerotiorum in vitro e in vivo em Allium
sativum, (1) através da observacdo da producdo de compostos antifungicos volateis e
difusiveis in vitro e (2) pela reducdo das lesdes mediante o tratamento de semente com o0s

microorganismos antagonistas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencdao e cultivo dos microorganismos antagonistas e do fitopatégeno

As leveduras e bactérias foram obtidas da Colecdo de Culturas da Microbiologia
Agricola, da Universidade Federal de Lavras, estando descritos na Tabela 2.1 o codigo da
colecdo de cada espécie com os respectivos locais e substratos de origem. Para os primeiros
testes, foram escolhidas bactérias conforme géneros e espécies descritas na literatura como

agentes de biocontrole em plantas.

Tabela 2.1 - Microorganismos utilizados, com seus devidos substrato e local de origem.

Codigo CCMA Espécie Local Substrato
CCMA 0026 Pichia kudriavzevii Passos, MG, Brasil Solo timido
CCMA 0027 Candida labiduridarum Arcos, MG, Brasil Solo tmido
CCMA 0057 Bacillus acidiceler Passos, MG, Brasil  Pimenta-do-Mato
CCMA 0058 Bacillus macauenses Passos, MG, Brasil  Pimenta-do-Mato
CCMA 0084  Bacillus amyloliquefaciens  Arcos, MG, Brasil Ananas

CCMA 0098 Bacillus pumilus Arcos, MG, Brasil Pequi
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Os isolados dos microorganismos foram cultivados em meio de extrato de levedura —
peptona — dextrose (YEPD), sendo constituido por glicose (20 g), peptona (20 g), extrato de
levedura (10 g), agar (15 g) e agua destilada (1000 mL). As bactérias e leveduras foram
repicadas a cada dois dias para manutencao dos isolados.

O isolado de Sclerotinia sclerotiorum foi obtido a partir de bulbos de Allium sativum
que apresentava sintomas da doenga. Para o isolamento foram coletados sinais do patdégeno
presentes na lesdo no bulbo do alho e posto para crescimento em meio batata — dextrose —
agar (BDA).

2.2 Producéo de metabdlitos antifungicos volateis

O efeito de metabdlitos volateis produzidos pelos isolados de leveduras e bactérias
sobre o crescimento de S. sclerotiorum in vitro foi avaliado. Para o experimento foram
utilizados seis tratamentos, constituidos por cada levedura ou bactéria, e o fitopatogeno como
testemunha, com 4 repeticdes de 1 placa cada.

Um disco do crescimento micelial do fungo foi colocado no centro de uma placa de
Petri com 9 cm de didmetro contendo meio Agar Nutriente - AN (extrato de carne (3 g),
peptona de soja (5 @), gar (13 g) e agua destilada (1000 mL)), e as bactérias e leveduras
foram cultivadas por dois dias em outra placa de mesmo tamanho contendo meio YEPD. Em
sequida, as placas com os respectivos microorganismos foram unidas com fita adesiva
transparente e colocadas em BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, ficando a placa do
fitopatdgeno sobreposta a placa do antagonista (Figura 2.1) (VIEIRA et al., 2017). A medicéo
do crescimento micelial foi realizada ao oitavo dia, tempo decorrido para a testemunha atingir
a borda da placa. Avaliou-se o didmetro do crescimento micelial do fitopatdgeno pela

mensuracdo em dois eixos ortogonais, utilizando duas medidas diametralmente opostas.

Figura 2.1 — Esquema de montagem das placas para avaliacdo dos metabdlitos antifangicos

volateis.
-
) Fungo =
-_— v s
—

Microrganismo
antagonista

Fonte: Do autor (2018).
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2.3 Producéo de metabdlitos antifungicos difusiveis

O experimento foi realizado em placas de Petri contendo meio AN, onde discos de 5
mm de didmetro contendo crescimento de S. sclerotiorum foram colocados a 2 cm da borda
da placa e uma alca de crescimento das bactérias e leveduras foi espalhada em forma de risco
com 3 cm no centro da placa (Figura 2.2) (ROSA et al.,, 2010). Cada microorganismo
constituiu um tratamento, sendo utilizada uma testemunha contendo apenas o fitopatdgeno.
Fez-se 4 repeticOes para cada tratamento, sendo cada repeticdo constituida de 1 placa de Petri.

As placas foram encubadas em BOD a temperatura de + 25 °C e fotoperiodo de 12
horas. O crescimento micelial foi realizado oito dias apds a incubagdo, quando a testemunha
atingiu a borda da placa medindo-se o crescimento micelial na dire¢do do risco central e na

direcdo oposta.

Figura 2.2 — Esquema de montagem da placa para avaliacdo dos metabolitos antifdngicos
difusiveis.

Risco de 3cm com o
microorganismo
antagonista

Discos de 5mm de
crescimento micelialdo
fitopatdgeno

Fonte: Do autor (2018).

2.4 Avaliacao de leveduras e Bacillus spp. no controle de S. sclerotiorum em alho

Para avaliar o efeito de leveduras e bactérias do género Bacillus no controle de
Sclerotinia sclerotiorum in vivo foram utilizados bulbilhos de alho cultivar Gigante roxo. O
experimento foi realizado baseando-se nas metodologias descritas por Rahman et al. (2016) e
Mello et al. (2011) com algumas adaptacGes, conforme descrito a seguir.

A partir de placas de Petri contendo as leveduras e bactérias, com 4 dias de
crescimento, foram preparadas suspensdes aquosas. Foram adicionados 50 ml de agua
destilada esterilizada as placas de Petri e feita a suspensdo utilizando alga de drigalski,
ajustando-as para a concentracéo de 1 x 108 células/mL.

Para a microbiolizagdo os bulbilhos de alho foram imersos na suspensdo durante 1

hora e, em seguida, colocados para secar em placas de Petri por 30 minutos. Decorrido esse
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tempo foi feita a inoculacdo do fitopatdgeno. Para isso, discos de 3 mm de didmetro com 8
dias de crescimento micelial do fitopatégeno foram colocados na superficie dos bulbilhos e
estes foram mantidos em camara Umida, a temperatura ambiente (28 + 3 °C), durante 15 dias.
As camaras Umidas foram constituidas de bases de placa de Petri, onde os bulbilhos foram
incubados, com um algoddo umedecido em &gua destilada esterilizada no centro da placa,
acondicionados em saco pléastico borrifado com &gua destilada esterilizada (DANTAS et al.,
2003).

Para o experimento foram feitos seis tratamentos, constituidos de cada
microorganismo individualmente e duas testemunhas, uma positiva, que foi tratada apenas
com &gua destilada esterilizada e inoculada com o fitopatdgeno, e uma negativa, a qual foi
tratada com &gua destilada esterilizada sem inoculacdo do fitopatdgeno. Utilizou-se 6
repeticdes para cada tratamento, sendo cada uma constituida por 2 bulbilhos.

Aos 15 dias os bulbilhos foram retirados da cdmara Umida e foi realizada a medi¢éo do
didmetro das lesbes utilizando paquimetro eletrénico. As medi¢des foram feitas em duas
direcdes, sendo a média das medicdes utilizada para a avaliacdo do desenvolvimento da

doenca.

2.5 Microscopia eletrénica de varredura

Ao final do experimento descrito anteriormente foram coletados fragmentos dos
bulbilhos de alho de cada tratamento para observacdo da interacdo do fitopatbgeno com 0s
microorganismos por imagens geradas em microscopio eletrébnico de varredura. Os
fragmentos coletados foram imediatamente fixados em solugdo Karnovsky modificada
(Glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampéo cacodilato de s6dio 0,05M, pH 7,2, CaCl,
0,001M), por um periodo de 24 horas no minimo. Para o preparo das amostras, os fragmentos
fixados foram transferidos para uma solucdo-tampéao de cacodilato (0,05M) e lavados por trés
vezes durante 10 minutos. Em seguida, foram lavados em agua destilada por trés vezes e
desidratados em solu¢des com concentragdes crescentes de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e
100%). Posteriormente, foram levados a secagem ao ponto critico com CO, liquido em
aparelho Balzers CPD 030; em seguida, montados em suportes de aluminio (stubs) e cobertos
com ouro (evaporador Balzers SCD 050) para observagdo em microscopio eletrénico de
varredura LEO EVO 40 (ALVES, 2005).
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2.6 Avaliagéo dos resultados

Os dados foram avaliados quanto a sua homogeneidade e normalidade.

Confirmados esses parametros, os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias

foram comparadas pelo teste de Tukey, utilizando a versdo gratuita do software STATISTICA
versdo 10 (STATSOFT, INC., 2011).

3 RESULTADOS

O experimento de inibicdo através de compostos volateis produzidos pelos
microorganismos evidenciou maior percentual de inibicdo no crescimento da coldnia de S.
sclerotiorum pelos compostos produzidos por C. labiduridarum, B. macauenses, B.
amyloliquefaciens, B. pumilus, tendo a inibicdo do crescimento fungico variado de 74,61 %

(C. labiduridarum) a 87,61 % (B. pumilus) (Figura 2.3, A). A menor taxa de inibicdo ocorreu
pelo B. acidiceler (3,78 %).

Figura 2.3 — Inibicdo do crescimento (%) da col6nia de Sclerotinia sclerotiorum através da
producdo de metabdlitos antifungicos volateis e difusiveis.

100
A
a
A A
80 A =
—_ *
S 60t B
=]
=]
Ry b
5 b
8 40 % % b
20
ok B Metabolitos volateis
Ba C c Metabolitos difusiveis
. i
P, kudriavzevii B. acidiceler B. amyloliquefaciens
C. labiduridarum B. macauenses B. pumilus
Tratamentos

Legenda: *Barras com letras maitsculas (metabdlitos volateis) e mindsculas (metabdlitos difusiveis)
iguais ndo diferem entre si no teste Tukey (p < 0,05).

Com relacéo a producgdo de metabolitos antifingicos difusiveis, a Figura 2.4 apresenta

o crescimento do fungo (cm) a partir do centro do gréfico até a extremidade na direcdo de
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cada microorganismo antagonista (A ) e na direcdo oposta ao microorganismo antagonista (e).
Dessa forma, observa-se que houve inibicdo do crescimento da col6nia de S. sclerotiorum na
direcdo de B. amyloliquefaciens, sugerindo a producdo de compostos pela bactéria que inibem
o desenvolvimento da col6nia, sendo este efeito mais acentuado que aquele verificado nos
demais microorganismos. A levedura C. labiduridarum e as bactérias B. macauenses e B.
pumilus também apresentaram producdo de metabdlitos antifungicos que ocasionaram menor
inibicdo no crescimento do fitopatdgeno quando comparada com o B. amyloliquefaciens.

A bactéria B. acidiceler e a levedura P. kudriavzevii ndo apresentaram inibi¢cdo no
crescimento da col6nia, sugerindo a ndo producdo de compostos antifungicos ou uma baixa

eficiéncia dos compostos produzidos (Figura 2.4).

Figura 2.4 — Desenvolvimento da coldnia de S. sclerotiorum em placa de Petri em conjunto
com 0s microorganismos antagonistas.

P. kudriavzevii

B. pumilus ;. A A o C. labiduridarum

B.

amyloliquefaciens

B. acidiceler

B. macauenses

Legenda: Crescimento da coldnia (cm) do fitopatégeno na direcdo do microorganismo (A) e
crescimento do fungo na direcdo da face oposta ao microorganismo (e). *Letras mindsculas (A) e
letras mailsculas (e) iguais ndo diferem entre si no teste Tukey (p < 0,05).

Né&o foi observada inibi¢do do crescimento da colénia do fungo na direcdo oposta ao
microorganismo antagonista (Figura 2.4, circulos). As diferengas entre os tratamentos na
inibicdo do crescimento do fungo, no teste de producdo de metabolitos antifingicos, podem

ser observadas na Figura 2.5.
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Figura 2.5 — llustracdo do experimento de producdo de metabdlitos antifungicos no controle
bioldgico de Sclerotinia sclerotiorum in vitro.

Legenda: A — Bacillus amiloliquefaciens; B — Bacillus macauenses; C — Candida labiduridarum; D —
Pichia kudriavzevii; E — Bacillus pumilus; F — Bacillus acidiceler.

O percentual de inibicdo do crescimento fangico ocasionado pela bactéria B.
amyloliquefaciens foi superior a 80 % (Figura 2.3, B), mostrando que 0 seu uso no controle
bioldgico de Sclerotinia sclerotiorum pode ser promissor.

Também foi observada reducéo nos sintomas da doenca causada por S. sclerotiorum
nos bulbilhos de alho tratados com os microorganismos (Tabela 2.2 e Figura 2.6). Os menores
diametros de lesdo foram observados nos bulbilhos tratados com B. pumilus (0,69 mm) e
Candida labiduridarum (2,02 mm) (Tabela 2.2). O maior controle foi ocasionado pelo
tratamento com B. pumilus, em que foi registrada a maior reducdo na area afetada pela doenca
(86,8 %) quando comparado aos demais tratamentos, que variaram entre 30,18 % para B.
amyloliquefaciens e 61,47 % para C. labiduridarum. As lesdes causadas por S. sclerotiorum
nos bulbilhos de A. sativum e a reducdo na area afetada pela doenca nos diferentes

tratamentos podem ser observadas na Figura 2.7.
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Tabela 2.2 — Diametro da lesdo (mm) de Sclerotinia sclerotiorum em bulbilhos de alho
tratados com diferentes microorganismos.

Microorganismos Diéametro da lesdo (mm)

Pichia kudriavzevii 3,13 bc*
Candida labiduridarum 2,02 ab
Bacillus acidiceler 2,53 bc
Bacillus macauenses 3,53¢C
Bacillus amyloliquefaciens 3,66 ¢
Bacillus pumilus 0,69 a
Testemunha 5,24d

Legenda: *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si no teste Tukey (p < 0,05).

Figura 2.6 — Percentual de reducdo na area afetada pela doenca causada por Sclerotinia
sclerotiorum em bulbilhos de Allium sativum tratados com diferentes
microorganismos antagonistas.
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Legenda: *Barras com letras iguais ndo diferem entre si no teste Tukey (p < 0,05).
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Figura 2.7 — llustragdo do experimento de avaliacdo dos microorganismos no controle
biolégico de Sclerotinia sclerotiorum in vivo.

Testemunha Testemunha Pichia Candida Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus
(fitopatégeno) (sem inoculagdo) kudriavzevii labiduridarum  acidiceler ~macauenses amyloliquefaciens — pumilus

A andlise através de imagens de microscopia eletronica de varredura mostrou 0s
diferentes agentes de biocontrole colonizando camadas superficiais dos bulbilhos de alho,
bem como sua interagdo com o fitopatogeno (Figura 2.8).

As eletromicrografias também permitem notar a interacdo entre oS microorganismos
antagonistas e o fitopatdgeno através da colonizacao das hifas, podendo provocar alteracfes
na morfologia das hifas de S. sclerotiorum, auxiliando na contencdo da infeccdo por parte
delas, como observado para a levedura Pichia kudriavzevii e para as bactérias Bacillus

acidiceler e B. amyloliquefaciens (Figura 2.8).
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Figura 2.8 — Eletromicrografias de varredura da interacdo de leveduras e Bacillus com
Sclerotinia sclerotiorum em bulbilhos de alho.
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Legenda: A — Fitopatogeno colonizando o alho sem a inoculacdo de agentes de biocontrole; B —
Pichia kudriavzevii colonizando as hifas do fungo (seta); C — Candida labiduridarum e bactérias na
superficie do alho (seta indicando as leveduras), D — Bacillus acidiceler com a seta indicando sua
colonizacdo nas hifas do fitopatdgeno, E — Bacillus macauenses colonizando a superficie do alho, F —
Interacdo entre Bacillus amyloliquefaciens e o fitopatégeno, G — Colonizacéo superficial do bulbilho
de alho por Bacillus pumilus.
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4 DISCUSSAO

Os testes in vitro tém sido eficientes para identificar a producdo de compostos volateis
por microorganismos que possuem potencial de uso no controle biologico dos principais
fitopatdgenos. Quatro dos microorganismos utilizados no ensaio de producgdo de metabolitos
antifungicos volateis foram eficientes na inibicdo da coldnia do fitopatdgeno, indicando a
producdo de compostos volateis, uma vez que ndo havia contato entre o fitopatdgeno e o
antagonista, e ressaltando a simplicidade e eficiéncia da metodologia de avaliacdo in vitro da
producdo desses compostos.

Embora o efeito de compostos volateis produzidos por bactérias possa ser considerado
baixo (15 a 26 %) a moderado (28 a 53 %) no controle de fungos fitopatogénicos, algumas
espécies produzem compostos eficazes que atuam na diminuicao do crescimento micelial e na
germinacdo dos conidios de fitopatogenos (CAMPOS; PINHO; FREIRE, 2010). Os
resultados obtidos neste estudo apresentaram variagdes entre 45,4 e 74,61 % no percentual de
inibicdo no crescimento micelial de S. sclerotiorum pelos compostos volateis produzidos
pelas leveduras Pichia kudriavzevi e Candida labiduridarum, respectivamente, e entre 3,78 e
87,61 % pelas bactérias Bacillus acidiceler e B. pumilus, respectivamente (Figura 2.3, A).
Fernando et al. (2005) também verificaram a producdo de compostos organicos volateis com
atividade antiflngica em bactérias isoladas de plantas de canola e soja, 0s quais agiram
inibindo a formacdo de esclerédios e a germinacdo de ascOsporos, além de limitar o
crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum in vitro e em testes de solo, reduzindo os
niveis de doencas. Fialho et al. (2011) verificaram o controle de S. sclerotiorum in vitro e a
reducdo na incidéncia da doenca em sementes de feijdo através de compostos organicos
volateis produzidos pela levedura Saccharomyces cerevisiae.

Entre as bactérias identificadas por Zou et al. (2007) que produzem compostos volateis
com atividade antifungica, duas cepas de Bacillus pumilus apresentaram inibicdo no
crescimento micelial de Paecilomyces lilacinus oscilando entre 65,2% e 100%. Campos,
Pinho e Freire (2010), em sua revisdo, observaram isolados de Bacillus amyloliquefaciens e
Bacillus pumilus com atividade antifingica contra diversos fitopatdgenos, entre eles o
Sclerotinia sclerotiorum. Foram observados resultados satisfatorios por estas duas bactérias
nos ensaios in vitro, com reducdo no crescimento micelial de S. sclerotiorum de 87,61 e 80,75
% por metabdlitos antifungicos volateis produzidos por B. pumilus e B. amyloliquefacies,
respectivamente, e de 82,35 % por metabdlitos antifingicos difusiveis produzidos por B.

amyloliquefacies.
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O teste de producdo de metabdlitos antifungicos difusiveis identificou a bactéria B.
amyloliquefaciens como altamente eficiente (acima de 80 %) na inibi¢cdo do crescimento das
hifas de S. sclerotiorum e identificaram mais duas bactérias (Bacillus pumilus e B.
macauenses) e uma levedura (Candida labiduridarum) com potencial moderado (31,37 -
37,25 %) no controle do fitopatdgeno. A producdo de metabolitos secundarios também tem
sido amplamente estudada para aplicacdo no controle bioldgico das principais doengas de
plantas. J& é comprovado que algumas estirpes de Bacillus amyloliquefaciens produzem
lipopeptideos como a C17 bacillomicina D, anteiso-C13 e surfactinas iso-C13 com expressiva
acdo antifungica, sendo comprovada sua atuacao no controle de Botrytis cinerea em tomate e
pepino (MASMOUDI et al., 2017; TANAKA et al., 2015). A producgdo de metabolitos pode
explicar a elevada eficiéncia dessa bactéria na inibicdo do crescimento da col6nia de S.
sclerotiorum nos testes feitos in vitro.

Né&o foi observada inibi¢do do crescimento da col6nia do fungo na dire¢cdo oposta do
microorganismo antagonista (Figura 2.4, circulos), o que sugere que a inibicdo do
desenvolvimento do fitopatdgeno estd associada a proximidade deste aos microorganismos
avaliados, reforcando a possibilidade da producdo de compostos inibitérios por parte das
bactérias e leveduras. Suneeta, Aiyanathan e Nakkeeran (2016) observaram o controle de
Sclerotium rolfsii por isolados de Bacillus através de antibiose, com acdo destes
microorganismos no campo através da liberacdo de compostos extracelulares, substancias
antimicrobianas e horménios vegetais na rizosfera, provocando reducdo no desenvolvimento
de doencas, além de auxiliar no crescimento das plantas e ajudar na absorcdo de nutrientes
presentes no solo.

O comportamento do B. amyloliquefaciens foi satisfatorio nos dois experimentos com
producdo de metabdlitos antifungicos volateis e difusiveis nas avaliacdes in vitro,
demonstrando seu potencial para aplicacdo no controle de fitopatdgenos. Esse
microorganismo ja foi utilizado como alternativa aos produtos quimicos no controle da
podriddo marrom, causada por Monilinia laxa e Monilinia fructicola, reduzindo mais de 60,0
e 75,5 % da incidéncia e severidade dessa doenca em frutos de péssego em condicdes
laboratoriais, na concentracéo de 10’ UFC/ml (GOTOR-VILA et al., 2017).

No estudo de Vinodkumar et al. (2017), Bacillus amyloliquefaciens inibiu 45% do
crescimento micelial de S. sclerotiorum e 100% da sua producéo de esclerddios nos testes in
vitro. Essa bactéria também exibiu menor incidéncia do mofo branco (4,6 %), além de
promover o crescimento das plantas de cravo (Dianthus caryophyllus) que foram imersas em

suspensdo bacteriana para os testes in vivo (VINODKUMAR et al., 2017). A aplicacdo de B.
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amyloliquefaciens na concentragdo de 10° células/ml para o controle biolégico de Sclerotinia
sclerotiorum em bulbilhos de Allium sativum apresentou uma redugdo de 31,29 % na &rea
afetada pelo mofo branco (Figura 2.6) e in vitro apresentou uma inibicdo de 82,35 % no
desenvolvimento do patdgeno (Figura 2.3, B), demonstrando novamente o potencial de
controle bioldgico por parte dessa bacteéria.

Jé foi constatada acdo antifungica contra Aspergillus parasiticus através de compostos
extracelulares de baixo peso molecular produzidos pela bactéria Bacillus pumilus, que atuam
inibindo a germinacao de esporos e o desenvolvimento das hifas, além de inibirem a producéo
de aflatoxinas (BOTTONE; PELUSO, 2003; MUNIMBAZI; BULLERMAN, 1997). A
aplicacdo de B. pumilus no alho apresentou resultado satisfatério no controle bioldgico de S.
sclerotiorum, o que pode estar relacionado a producdo de metabdlitos antifungicos. Além
disso, o resultado da bactéria Bacillus pumilus no ensaio in vivo em Allium sativum foi mais
expressivo do que nos testes de paridade in vitro. Este episodio pode estar relacionado a um
efeito de inducdo de resisténcia provocada por esta bactéria no alho, aumentando a eficiéncia
no controle do fitopatdgeno, sendo necessarios mais estudos para confirmar esta atividade.

O fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum € de dificil controle e a falta de resisténcia
genética contra este patdgeno levou Bochalya et al. (2016) a estudar inducdo de resisténcia
sisttmica em mostarda indiana (Brassica juncea L.) através do tratamento com rizobactérias,
observando maiores médias no controle da doenca com a aplicacdo de Pseudomonas e
Bacillus relacionadas com os maiores teores de fendlicos totais e atividade da polifenol
oxidase (PPO), fenilalanina amonia liase (PAL), peroxidase (PO) e quitinase.

A acdo inibitdria causada por microorganismos na germinacdo de conidios e
desenvolvimento de colbnia de fitopatdgenos é um dos principais mecanismos de acao
buscado pelas principais pesquisas de controle biolégico envolvendo bactérias e leveduras.
Essa acdo pode estar relacionada a antibiose ou ao parasitismo, na qual o microorganismo
coloniza e inviabiliza as estruturas do fitopatdgeno, como observado em algumas estirpes de
Trichoderma em estudos no controle de S. rolfsii (HIRPARA et al., 2017). Contra o fungo
Sclerotinia sclerotiorum, ha o relato de uma espécie de Aspergillus (estirpe ASP-4) que
parasita e destrois os seus esclerddios (HU et al., 2013), além da espécie Coniothyrium
minitans, que através de micoparasitismo e antibiose é capaz de degradar o &cido oxalico,
importante fator de viruléncia desse fitopatdgeno (ZENG et al.,, 2014). Também
actinobactérias do género Streptomyces isoladas de solos tropicais brasileiros foram capazes
de inibir irreversivelmente o crescimento de S. sclerotiorum através da producdo de enzimas

quitinoliticas, como exoquitinase, endoquitinase, glucanase e peptidase, que degradaram a
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parede celular das hifas e dos esclerodios do fungo (FROES et al., 2012). A colonizacio das
hifas do fitopatdgeno por agentes de biocontrole também foi observada nesse trabalho pela
levedura Pichia kudriavzevii e pelas bactérias Bacillus acidiceler e B. amyloliquefaciens,
indicando possivel ocorréncia de parasitismo no controle biolégico do fungo.

Além da antibiose, da inducdo de resisténcia sisttmica e do micoparasitismo
(CHAURASIA et al., 2005; DROBY et al., 2002; GOND et al., 2015; HUANG et al., 2012),
as leveduras e bactérias também agem através da competicdo por nutrientes e exclusdo de
nicho, uma vez que apresentam capacidade de colonizar rapidamente por serem organismos
unicelulares, com taxa de crescimento maior do que os fungos filamentosos que s&o
multicelulares (SUN et al., 2017, UBEDA et al., 2014). Estas diversas habilidades
desenvolvidas pelos microorganismos antagonistas, como a antibiose, micoparasitismo,
competicdo por nutrientes e espaco, entre outras, desempenham importante papel no controle
bioldgico de fitopatdgenos, como o S. sclerotiorum, destacando-se o fato de que podem agir
por meio de mais de um destes mecanismos de a¢do, aumentando sua eficiéncia.

Nas eletromicrografias foi possivel observar a coloniza¢do da superficie de Allium
sativum pelos microorganismos antagonistas testados, indicando potencial para a competicao
por nutrientes e espaco e exclusao de nicho, assim como para a formacéo de biofilmes (Figura
2.8, B-G). Rahman et al. (2016) observaram a formagéo de biofilmes por todos os isolados de
Bacillus testados contra S. sclerotiorum. O biofilme € um importante mecanismo para a
colonizacdo na superficie das raizes e folhas que auxilia na prevencdo de diversos
fitopatdgenos. Chi et al. (2015) também verificaram a formacdo de biofilme pela levedura
Pichia kudriavzevii, observando que este, além de estar envolvida na atividade de controle
bioldgico, também trata-se de uma forma morfol6gica mais resistente a temperaturas elevadas
e ao estresse oxidativo.

Kaushal, Kumar e Kaushal (2017) observaram o controle bioldgico do mofo branco
causado por Sclerotinia sclerotiorum em couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis L.)
através da aplicagdo da suspensdo de células de Bacillus pumilus (1x10® UFC/ml), suprimindo
a severidade da doenca em 93% e aumentando a produtividade da cultura em 36%, tratando-
se de uma bactéria potencial tanto no biocontrole quanto na promoc¢do de crescimento de
plantas. No presente trabalho, a bactéria B. pumilus foi a que apresentou maior reducdo na
area afetada pelo mofo branco em bulbilhos Allium sativum, atingindo cerca de 86,74 %
(Figura 2.6), sendo relevante mais pesquisas para verificar o seu efeito no campo, tanto para o

controle de S. sclerotiorum, quanto para a produtividade de A. sativum.
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5 CONCLUSAO

Os microorganismos antagonistas apresentaram efeito no controle de Sclerotinia
sclerotiorum, destacando-se Bacillus amyloliquefaciens e B. pumilus entre as bactérias
testadas, e Candida labiduridarum entre as leveduras.

Bacillus amyloliquefaciens produz compostos inibitrios para o desenvolvimento de
Sclerotium sclerotiorum in vitro.

Bacillus pumilus e Candida labiduridarum apresentaram maior reducdo no diametro
das lesGes no teste in vivo, exibindo potencial para uso no controle biologico de S.

sclerotiorum em Allium sativum.
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MIXTURE DESIGN OPTIMIZATION OF GARLIC EXTRACTION TO OBTAIN
PHENOLIC COMPOUNDS, THIOSULFINATES AND TOTAL ANTIOXIDANT
ACTIVITY

ABSTRACT

Allium sativum, commonly known as garlic, has played an important dietary and
medicinal role throughout the history of mankind. In the last decades, there is an increasing
interest in natural antioxidants and particularly in dietary antioxidants. Due their bioactive
compounds, such as phenolic and thiosulfinates, garlic has been receiving attention,
presenting as potential health-promoter and contributing to protection against oxidative stress
in humans. However, active principle extraction is the most important step in the analysis of
constituents present in botanicals and herbal preparations. The present study aimed to
optimize the extraction process of total phenolic compounds (TPC) and thiosulfinates (TS)
from dryed garlic powder, and verify the total antioxidant capacity (TAC), using a statistical
mixture simplex-axial design (SAD) and the central composite design (CCD), to evaluate the
effect of the solvents water, ethanol and acetone, as well as mixtures of these solvents, at three
extraction times (15, 30 and 45 min). The CCD demonstrates that extraction for 30 min was
sufficient for extracting TPC by sonication from dried garlic powder. The SAD was
performed to optimize the best proportion of the three solvents used. The experimental results
and their response-surface models showed that water binary and ternary solvent mixture with
high portion of water was more efficient for TPC and TS extraction and showed better TAC.
The optimum conditions for hight total phenolic compounds and thiosulfinates yield,
extracted from dried garlic powder, was obtained in 30 minutes of extraction using the binary
mixture water/acetone (80 : 20), and shown better total antioxidant activity.

Keywords: Allium sativum; simplex axial design; central composite design; thiosulfinates;
phenolic compounds; antioxidant activity.
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OTIMIZACAO DA EXTRACAO DO ALHO PARA OBTER COMPOSTOS
FENOLICOS, TIOSULFINATOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL POR
DESING DE MISTURAS

RESUMO

Allium sativum, comumente conhecido como alho, tem desempenhado um importante papel
alimenticio e medicinal ao longo da histéria da humanidade. Nas ultimas décadas, hd um
interesse crescente em antioxidantes naturais e, particularmente, em alimentos ricos em
antioxidantes. Devido a seus compostos bioativos, como fendlicos e tiossulfinatos, o alho vem
recebendo atencdo, apresentando-se como potencial promotor de saude e contribuindo para a
protecdo contra o estresse oxidativo em humanos. No entanto, a extragdo dos principios ativos
€ 0 passo mais importante na analise de constituintes presentes em produtos organicos e
preparacOes a base de plantas. O presente estudo teve como objetivo otimizar o processo de
extracdo de compostos fenolicos totais (TPC) e tiosulfinatos (TS) a partir de p6 de alho seco,
e verificar a capacidade antioxidante total (TAC), utilizando o design estatistico de misturas
simples-axial design (SAD) e o central composite desing (CCD), para avaliar o efeito dos
solventes &gua, etanol e acetona, bem como misturas destes solventes, em trés tempos de
extracdo (15, 30 e 45 min). O CCD demonstrou que a extracdo por 30 min foi suficiente para
extrair TPC do alho por sonicacdo. O SAD foi realizado para otimizar a melhor proporgéo dos
trés solventes utilizados. Os resultados experimentais e seus modelos de superficie de resposta
mostraram que as misturas de solventes binérias e ternarias com alta parcela de dgua foram
mais eficientes para extracdo de TPC e TS, assim como para TAC. As condic¢des ideais para o
maior teor de compostos fendlicos totais e tiosulfinatos, extraidos de alho seco, foram obtidas
utilizando agua/acetona (80 : 20) e apresentaram melhor atividade antioxidante total.

Palavras-chave: Allium sativum; simplex axial design; central composite design;
tiosulfinatos; compostos fendlicos; atividade antioxidante.
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1 INTRODUCTION

Garlic (Allium sativum L.) is among the oldest cultivated plant (BENKEBLIA;
LANZOTTI, 2007), well known for its extensive use in traditional and modern medicine due
to thiosulfinates and phenolic compounds (CHEN et al., 2013; MANSOR et al., 2016). The
garlic plant and its extracts are used both as food ingredients and as nutraceuticals or
phytopharmaceuticals for the prevention and treatment of various illnesses, including
cardiovascular disease and cancer (DEL VALLE; MENA; BUDINICH, 2008).

In the last decades, there is an increasing interest in natural antioxidants and
particularly in dietary antioxidants, which are present in vegetables including garlic, which
possesses a potential health-promoting due to its high phenolic phytochemical, contributing to
protection against oxidative stress in humans (CHEN et al., 2013).

Allicin is produced in the greatest abundance amoung other thiosulfinates, and both
are not naturally present in an intact garlic cloves, needing the crushing of them to release of
the enzyme alliinase required for enzymatic reaction which produces thiosulfinates
(OPONDO et al., 2017). Since garlic extracts have continually been used in herbal therapy,
the development and optimisation of rapid and accurate extractive methodologies for the
development of garlic extracts rich in phenolic compounds and thiosulfinates is needed.

The term optimization has been commonly used in analytical chemistry as a means of
discovering conditions at which to apply a procedure that produces the best possible response
(BEZERRA et al., 2008). Extraction is the initial and the most important step in isolating
different types of bioactive compounds from fruits (YANG et al., 2011). Solvent extraction is
the most commonly used extraction method to recover a wide range of antioxidants and
phenolic compounds (ABAD-GARCIA et al., 2007). In general, optimization study the
effects of one independent variable on a response variable over time to achieve maximum
benefits. However, this is not sufficient for finding associations between multiple independent
variables, necessitating alternative multivariate statistical analyses including response surface
methodology (RSM) and mixture design.

In the last years has been highlighted the use and importance of design of experiments
(DOE) in process modelling in food science and technology, using design of experiments
followed by multiple regression analysis, the so-called response surface methodology (RSM)
(GRANATO; DE ARAUJO CALADO, 2013) for extraction optimisation.

The present investigation aimed to identify the most appropriate solvents mixture for

total thiosulfinates and phenolic compounds extractions from garlic, and their total
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antioxidant capacity. Beyond that, aimed to find the better extraction time of this bioactive

compounds.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Extraction procedure and sample preparation

The extractions were performed in triplicate according to the following procedure: 50
mg of oven dried (40 °C, with air circulation) and pulverized garlic cloves were extracted
three times for 15 minutes by sonication with 1 mL of solvents mixture, renewing the solvent
every time. After each time, the extracts were centrifuged for 15 minutes at 6000 rpm, and the

supernatants were recuperated and stored at 4°C.

2.2 Total phenolic compounds (TPC)

The total phenol content was determined by a modification of the Folin—Ciocalteu
method described by Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999) as follows: 20 uL of
extract was mixed with 120 pL of Folin—Ciocalteu reagent (0.2 N) in 96 well microplate for 5
minutes and then 120 pL of a Na,COs solution (75 g L™) was added. All samples were
incubated at room temperature in the dark conditions for 2 h, and their absorbance was read at
760 nm in Infinite 200 PRO spectrophotometer (Tecan). The concentration of the calibration
curve (y = 4,5876x - 0,0092, R? = 0,997) ranged from 0.008 to 1 mg mL™ in an ethanolic
solution of gallic acid. The experiment was conducted in triplicates and the results are
expressed as mg gallic acid equivalents (GAE) g of dried plant.

2.3 Total antioxidant activity/Phosphomolybdenum assay (TAC)

The total antioxidant activity (TAC) of samples was evaluated by the green
phosphomolybdenum complex formation according to Prieto, Pineda and Aguilar (1999). An
aliquot of 25 pL of the sample solution was combined with 1 mL of reagent solution (0.6M
sulphuric acid, 28mM sodium phosphate, and 4mM ammonium molybdate) in Falcon 15 mL
tubes. The Falcon tubes were capped and incubated in a water bath at 95°C for 90 minutes.
After the samples had cooled to room temperature, the absorbance of the mixture was
measured at 695 nm, against a blank, in Infinite 200 PRO spectrophotometer (Tecan). The

aqueous ascorbic acid solution calibration curve (y = 0,7889x + 0,0492, RZ = 0,996)
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comprised concentration range from 5,0 to 0,0039 mg mL™. The experiment was conducted in
triplicates and the results reported (ascorbic acid equivalent antioxidant activity) are mean

values expressed as g of ascorbic acid equivalents (AAE) g™ of dried plant.

2.4 Determination of thiosulfinates (TS)

The quantitative determination of total thiosulfinates in the extracts was carried out,
following the methodology described by Li and Xu (2007) with some modifications, and was
adapted to be performed directly on the microplate as described below.

The solution of cysteine (20 mM) was freshly prepared in 50 mM Hepes buffer (pH
7.5). The concentration of cysteine was determined by measuring the amount of 2-nitro-5-
thiobenzoate (NTB) formed after reaction with 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB).
All the reactions were carried out at room temperature. Cysteine solution was diluted 20 times
and 50 pL was added to the microplate with 50 puL of the sample or the solvent used in the
extraction (negative control), and the mixture was incubated for 15 min. This reaction mixture
was diluted 2 times adding 100 pL of distilled water. Then, 100 uL of 50 mM Hepes buffer
(pH 7.5) containing 1.5 mM DTNB was added and. The absorbance was measured at 412 nm
after 15 min using an Infinite 200 PRO spectrophotometer (Tecan). Finally, the thiosulfinates
concentration can be determined by the following equation:

Cthiosu”inates (mmOl ml-l) = (AA412 X 2) / (2 X 14150)

where AA412 = Ag - A. Ag: absorbance of the negative control. A: absorbance of the reaction
with sample. AA,;, is multiplied by 2 due to the dilution made in the reaction mixture, 14150
is the molar extinction coefficient of NTB, and 2 means half amount of cysteine reduced
denotes the amount of thiosulfinates.

2.5 Evaluation of solvent effects by simplex axial design (SAD)

Two different types of standard designs are commonly used for extraction experiments
with mixtures: simplex-lattice design and simplex-centroid design. Both of them will
evaluate the triangular response surface at the vertices (i.e., the corners of the triangle) and the
centroids (sides of the triangle) (MONTGOMERY, 2006).
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In the simplex-centroid design, different conditions tested form a triangle, with pure
components in the vertex, representing 100% of one of each solvent. Middle points on each
side representing permutations of the binary blends (1/2 : 1/2 : 0; 1/2: 0: 1/2; 0 : 1/2 : 1/2),
and, the center point as a ternary mixture (1 : 1 : 1). This design is sometimes augmented with
interior points (axial points) representing 2/3 of one of the solvents and 1/6 for the others
(Figure 3.1), also known as Simpex Axial Design (SAD) (SAMPAIO et al., 2015).

In order to optimize the extraction process, a mixture design was developed as shown
in Figure 3.1. The simplex-centroid design with axial points in three replicates was chosen to
determine the solvent combination of water (W), ethanol (E) and acetone (A).

Figure 3.1 presents all conditions tested. This design, permitted the evaluation of
linear (W, E and A), quadratic (WE, WA, and EA), and special cubic (WEA) models for the

response under study.

Figure 3.1 — Simplex axial design (SAD).
wW=1

‘@ W=E=172

/ E=23:W=A=1/6

S

Subtitle: W = Water, E = Ethanol, A = Acetone.

2.6 Statistical analysis

All the experiments for selection of the solvent proportion and time of extraction, as
well as total phenolic compounds and thiosulfinates content were performed in triplicate, and
the results were reported as mean + standard deviation.

Variance analysis (ANOVA) was applied to determine the fit of the multiple
regression model (p <0.05) to evaluate the significant effects of the variables and the
interactions between them. From the regression coefficients the response and contour surface
graphs of the model were generated. The analysis were performed using the free version of
STATISTICA version 10 software (STATSOFT, INC., 2011).
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3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Effect of time and solvent mixture composition in TPC and TS extraction

Many applications of the central composite design in the optimization of analytical
procedures can be found in the literature (BEZERRA et al., 2008). Central composite design
response surface methodology was conducted in the aim of evaluating how the variables
(extraction time and solvents mixture composition) affect polyphenol and thiosulfinates
extraction.

The extraction was carried out in cycles of 15 minutes of sonication (from 1 to 3
cycles). In the first extraction cycle, the extractive yield of TPC, was solvent mixture
dependents and was varying from 43,17 %, to 68,67 % for ethanol and water respectively.
This amounts had been increased in the second cycle to range 73,78 % and 91,16 % for the
same solvents (Figure 3.2). Similarly, for thiosulfinates in the first sonication cycle (15 min)
water showed the highest extractive yield (61,19 %) and ethanol the lowest (23,27 %). In the
second cycle (30 min) the variation of extractive yield was 91,40 %, for water, to 58,50 %, for
the ternary mixture of ethanol/water/acetone (2/3 : 1/6 : 1/6) (Figure 3.3). Those differences
are due to the difference in polarities of the extraction solvents which might influence the
solubility of the chemical constituents in a sample and its extraction yield (BUTSAT,
SIRIAMORNPUN, 2016).

The response surface plots shown that the content of TPC (Figure 3.2) and TS (Figure
3.3) increases with increases of extraction time from 15 to 30 min, same observation had been
reported by Yim et al. (2013). Water gave the greatest yield, whereas the ethanol and acetone
extract in the same extraction time had the lowest yield, and the increase of water portions
increases the extraction yield of TPC and TS in each extraction time. Similar results had been
reported for total phenolic compound extraction from Trichilia catigua (LONNI et al., 2012),
were the extraction yield increases with the increase of time and of water proportion in the
solvent mixture.

It can be noted that there is no significant differences in the extraction yield between

the second and the third extraction cycles, for solvent with great portion water.
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Figure 3.2 — Response surfaces of effect of different times and solvents (A

: water, B: ethanol,
C: acetone) of extraction on total phenolic compounds.
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Figure 3.3 — Response surfaces of effect of different times and solvents (A: water, B: ethanol,
C: acetone) of extraction on thiosulfinates.
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Table 3.1 — Compositions of extraction mixtures, total phenolic compounds (TPC) and

thiosulfinates (TS) contents.

Run Water Ethanol Acetone T".”e TPC (mg AGE g-l TS (umol g-l
(min) dry plant) dry plant)

1 1 0 0 15 4,54 + 0,04 4,31 +£0,03
2 0 1 0 15 0,48 £ 0,03 0,59+0,14
3 0 0 1 15 0,49 £ 0,00 2,43 +0,10
4 1/2 0 1/2 15 4,28 +£0,21 2,93 +0,08
5 1/2 1/2 0 15 4,00+0,16 1,63+0,13
6 0 1/2 1/2 15 0,57 +£0,01 2,31+£0,10
7 1/3 1/3 1/3 15 3,60 £0,27 2,30+ 0,00
8 1/6 1/6 2/3 15 2,32+0,24 1,87 £0,11
9 1/6 213 1/6 15 2,20+0,12 1,30+ 0,15
10 2/3 1/6 1/6 15 4,19+0,16 4,04 £0,02
11 1 0 0 30 6,02 + 0,10 6,41 + 0,09
12 0 1 0 30 0,81 £ 0,05 1,30+ 0,15
13 0 0 1 30 0,83 +0,02 5,17 +0,25
14 1/2 0 1/2 30 5,42 +0,17 556+0,11
15 1/2 1/2 0 30 5,16 £ 0,16 2,33+0,18
16 0 1/2 1/2 30 0,96 £ 0,04 4,60+0,16
17 1/3 1/3 1/3 30 4,64 +£0,36 4,69+0,12
18 1/6 1/6 2/3 30 2,90 + 0,29 4,19 +0,25
19 1/6 2/3 1/6 30 2,90 +0,13 2,71 +£0,22
20 2/3 1/6 1/6 30 5,51+0,16 6,41 + 0,22
21 1 0 0 45 6,60 + 0,10 6,99 +0,11
22 0 1 0 45 1,10 + 0,05 2,05+ 0,24
23 0 0 1 45 1,16 + 0,04 8,08 £ 0,25
24 1/2 0 1/2 45 5,97 +0,18 8,05+ 0,14
25 1/2 1/2 0 45 5,75+0,15 2,88 +0,21
26 0 1/2 1/2 45 1,26 + 0,04 7,05+ 0,39
27 1/3 1/3 1/3 45 5,19 + 0,37 7,15+ 0,24
28 1/6 1/6 2/3 45 3,37 +0,34 6,97 £ 0,30
29 1/6 2/3 1/6 45 3,30 +£0,15 4,47 £ 0,24
30 2/3 1/6 1/6 45 6,05+ 0,15 8,13+0,17

Table 3.1 shows the effects of the solvent compositions on TPC and TS content in

garlic. Comparing the averages of the TPC content, in 30 minutes of extraction, showed the

following trends: the extraction with pure ethanol and acetone showed the lowest values for

total phenolic compounds 0,81 + 0,05 and 0,83 + 0,02 mg AGE g-1 dry plant, respectively

(Table 3.1). The best results were obtained with pure water 6,02 £ 0,10 mg AGE g-1 dry plant

which is followed by ternary solvent mixture (water 2/3, ethanol 1/6, and acetone 1/6),

exhibiting 5,51 + 0,16 mg AGE g-1 dry plant. Binary and ternary mixtures including water,

also exhibited high amounts of TPC. Similarly, previous study showed that the same
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extractive behaviour for TPC was observed (DICIAULA et al., 2014). This occurs due to the
wide range of phenols that the agueous mixtures can dissolve and increased solvation
provided by water. The combined use of water and organic solvent may facilitate the
extraction of molecules that are soluble in water and/or organic solvent (DO et al., 2014).

For TS content, in 30 minutes of extraction, averages showed the following trends:
pure ethanol and binary mixture with ethanol/water (1 : 1) showed the lowest values of
thiosulfinates, presenting 1,30 + 0,15 and 2,33 + 0,18 umol g™ dry plant, respectively. On the
other hand, the highest values of TS were presented by pure water and ternary mixture with
higher portion of water, exhibiting 6,41 + 0,09 and 6,41 = 0,22 umol g* dry plant,
respectively (Table 3.1). Most of the articles present extraction of thiosulfinates with pure
water (CURTIS et al., 2004; LI; XU, 2007; OLECH; ZABORSKA, 2012). Therefore, despite
water is an important solvent to extract thiosulfinates from garlic, the presence of organic
solvent in low concentrations increases the extraction of TS over time. As observed at 45
minutes of extraction that the ternary mixture with higher portion of water and low

concentrations of organic solvents showed the higher value 8,13 + 0,17 umol g-1 dry plant
(Table 3.1).

3.2 Mixture designs
3.2.1 Total phenolic compounds (TPC)

Agueous, alcohols and acetone, with different levels of water, have been widely used
to extract phenolic components from botanical materials, especially herbs (WANG et al.,
2008). In this study, we have determined the optimum values of the independent variables
(water, ethanol, and acetone) to achieve the maximum response for the extraction of total
phenolic compounds from Allium sativum dried cloves. The recovery of phenolic compounds
depends on the polarity of the solvent used; therefore, in this work, we used ethanol, water,
and acetone with a dipolar moment (i) of 1.69 Debye (D), 1.85 D and 2.88 D, respectively.

The response surfaces obtained for TPC by mixture design as a function of the
percentage composition of water, ethanol and acetone, for the three extraction times, are
illustrated in Figure 3.4 A, and contour plots are illustrated in Figure 3.4 B.

According to Figure 3.4, pure acetone and pure ethanol, and their mixture extracted
the lowest amounts of total phenolic compounds. Water was the solvent that extracted highest
amounts of TPC. The amount of extracted phenolic compounds increases with the increase of

the amount of water in the solvent mixture using either both ethanol and acetone. Same results
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has been reported by Santos Felix et al. (2018) for Spondias mombin L. apple bagasse
agroindustrial residues, where the lowest contents of phenolic compounds were obtained
using 100% acetone, 100% ethanol or mixture 50% acetone/50% ethanol, while the highest
were obtained with water only or mixture of water and acetone/ethanol. Maximum total
phenols contents can be expected for mixtures mostly rich in water. This shows that
the extraction yield increases with increasing polarity of the solvent used in extraction. Same
results has been reported by Do et al. (2014) e Rajha et al. (2014).

Figure 3.4 — Cubic response surface for different extraction times (A1:15 min, A2: 30 min, A3:
45min) and contour plot (B1: 15 min, B2: 30 min, B3 45min) for total phenolic
compounds (TPC) yields.
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The highest value on the contour graph (Figure 3.4, B) occurred between positions:
water (100%), water/ethanol/acetone (2/3 : 1/6 : 1/6) and water/acetone (1/2 : 1/2). The
proportions optimized according to the response surface were water (80 %), acetone (20 %)
and ethanol (0 %), as being the maximum inside the experimental domain.

ANOVA was applied showing fit to the linear, quadratic, and cubic models, with R? of
0,838, 0,985 and 0.992, respectively. Thus, the cubic model is better in predicting the
behaviour of the mixture. The cubic model is given by the equation correlating the three

variables and the analytical response is:

TPC = +5,998348187731*W + 0,7908324407965*E + 0,8033298927202*A +
6,8582177520493*W*E + 7,8824279559722*W*A + 0,46446029587083*E*A +
5,8728120211658*W*E*A - 4,1901351119666*W*E*(W-E) - 2,5308795744717*W*A*(W-
A) +0,

Statistical analysis was carried out with the experimental values. The analysis of the
main effects and their interactions in the form of analysis of variance (ANOVA) are presented
in Table 3.2 at the 95% confidence level (p < 0.05). Although the lack of fit was significant (p
<0.05) for the total content of polyphenols in the three extraction times, the cubic model was

adjusted with significant probability (p <0.05).

Table 3.2 — Analysis of variance (ANOVA) results for the mixture models.
Sumof  Degrees of Mean Calculated

Variation source Probability
squares freedom square F-value

TPC 15

Model 75,96303 8 9,495379  301,6305 0,000000
Total Error 0,66108 21 0,031480

Lack of Fit 0,16205 1 0,162048 6,4944 0,019141
Pure Error 0,49904 20 0,024952

Total Adjusted 76,62412 29 2,642211

TPC 30

Model 118,7178 8 14,83972  323,0966 0,000000
Total Error 0,9645 21 0,04593

Lack of Fit 0,3225 1 0,32250 10,0461 0,004819
Pure Error 0,6420 20 0,03210

Total Adjusted 119,6823 29 4,12698
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Table 3.2 — Analysis of variance (ANOVA) results for the mixture models (continuation).
Sum of  Degrees of Mean Calculated

Variation source Probability
squares freedom square F-value

TPC 45
Model 132,1252 8 16,51565 304,8779 0,000000
Total Error 1,1376 21 0,05417
Lack of Fit 0,4048 1 0,40483 11,0493 0,003384
Pure Error 0,7328 20 0,03664
Total Adjusted 133,2628 29 4,59527
Thiosulfinates 15
Model 35,95562 8 4,494453  406,4528 0,000000
Total Error 0,23221 21 0,011058
Lack of Fit 0,03219 1 0,032187 3,2183 0,087953
Pure Error 0,20003 20 0,010001
Total Adjusted 36,18784 29 1,247856
Thiosulfinates 30°
Model 80,65235 8 10,08154 357,1786 0,000000
Total Error 0,59274 21 0,02823
Lack of Fit 0,00089 1 0,00089 0,0300 0,864334
Pure Error 0,59185 20 0,02959
Total Adjusted 81,24509 29 2,80155
Thiosulfinates 45'
Model 134,1142 8 16,76428  302,1697 0,000000
Total Error 1,1651 21 0,05548
Lack of Fit 0,0000 1 0,00004 0,0008 0,978421
Pure Error 1,1650 20 0,05825
Total Adjusted 135,2793 29 4,66480
TAC 15'
Model 53790,60 8 6723,825 82,0354 0,000000
Total Error 1721,21 21 81,963
Lack of Fit 1634,51 1 1634,509 377,0320 0,000000
Pure Error 86,70 20 4,335
Total Adjusted 55511,81 29 1914,200

In order to examine the relative importance of the main effects and their interactions
with statistical significance (p <0.05), a standardized Pareto chart (Figure 3.5) was employed.
According to Figure 3.5, the main factors Water (A), Ethanol (B), Acetone(C), and their

interactions (AC and AB) that extend beyond the reference line were significant at the level of
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0.05. Binary interaction between acetone and ethanol, and ternary integrations were not

significant.

Figure 3.5 — Analysis of pareto chart of the standardized effects for TPC.

(A)Water —48.59736
AC t 13,02504
AB 11,33262
(C)Acetone 6,508411
(B)Ethanol 6,407159
AB(A-B) r -2,0842
ABC 479501
AC(A-C) } -1,25888
BC | 1674812
.p=!05 .

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Water (A), represented the most significant effect on phenolic compounds extraction
followed by its interaction with acetone (AC) and ethanol (AB), and finally by pure acetone
(C) and ethanol (B) (Figure 3.5).

The application of the mixture design was effective to establish the best proportion
among the solvents for the extraction of phenolic compounds, thus contributing to reduce the

time of extraction.

3.2.2 Thiosulfinates (TS)

Table 3.1 shows the effects of the solvent compositions on the yield of garlic
thiosulfinates. It can be noticed that ethanol extract was the lowest amounts of thiosulfinates
in the three times of extraction. Whereas the highest amounts was observed in water and
ternary solvent mixture containing water/ethanol/acetone (2/3 : 1/6 : 1/6), which in the first
and last time alternated with each other, the water being better at the beginning and the
ternary mixture better at the end, while the intermediate time there was no difference between

the two extraction solutions. The amounts of extracted thiosulfinates was solvent mixture
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dependent and was ranging from 0,59 + 0,14 to 4,31 + 0,03 umol g™ dry plant for ethanol and
water respectively in the first extraction cycle. Those amount has increased with the time of
extraction to range from 2,05 + 0,24 to 8,13 + 0,17 umol g* dry plant, ethanol and ternary
solvent mixture containing water/ethanol/acetone (2/3 : 1/6 : 1/6), respectively.

Response surfaces were determined for thiosulfinates content and relative color

strength as a function of the extraction solvent compositions is presented in the Figure 3.6.

Figure 3.6 — Cubic response surface for diferents extraction times (Al: 15 min, A2: 30 min,

A3: 45min) and contour plot (B1:15 min, B2: 30 min, B3: 45min) for
thiosulfinates yields.
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The ANOVA test shown fitting to linear, quadratic, and cubic models, with R? of
0,807, 0,880 and 0,993, respectively. Thus, the cubic model is better in predicting the
behaviour of the mixture. The cubic model is given by the equation correlating the three

variables and the analytical response:

TS =+ 6,4075598014899*W + 1,2973595553148*E + 5,1644031504659*A -
6,0885828194788*W*E - 0,90733417371876*W*A + 5,4866344780786*E*A +
14,921605515148*W*E*A + 4,7479832270682*W*E*(W-E) +
20,699365624831*W*A*(W-A) + 0,

The cubic model for thiosulfinates yield showed no significant lack of fit at the 95%
confidence level at the three extraction times, confirming the model validity due the
probability insignificant (p > 0,05) and indicating that the model developed is reliable and
accurate to predict the relevant responses (CHE SULAIMAN et al., 2017).

In the two first extractive cycles, pure water, the binary and ternary mixture rich in
water was more efficient for thiosulfinates extraction, noting that the water/acetone was the
most important. This linear increase for ethanol and acetone it achieves the maximum yield at
about 80% of water and start to slightly decrease (Figure 3.6).

The highest yield value on the contour graph (Figure 3.6, B) is seen to occur between
the three extraction points: water (100 %), binary solvent mixture (water/acetone, 1 : 1) and
ternary solvent mixture (water/ethanol/acetone, 2/6 : 1/6 : 1/6). As for phenolic compounds,
the proportions optimized to thiosulfinates extract according to the response surface were
water/ethanol/acetone (80 : 20 : 0), and being the maximum inside the experimental domain.

Cafizares et al. (2002) carried out extraction of garlic with different solvents,
presenting higher extractive yield with acetone, which them justify by the fact that this solvent
has the ability to degrade the cellular walls of vegetables, increasing its permeability and,
consequently, increase the extractive power. Cafiizares et al. (2004) used acetone for
thiosulfinates extraction in garlic. Despite pure acetone did not present the highest contents of
thiosulfinates in garlic extracts in this work, the presence of this solvent mixture with high
amounts of water showed better results.

The results illustrated in Figure 3.7, confirm that water (A), followed by acetone (C)
and ethanol (B) were the most effective parameters at 95% confidence level. Also, the
interaction between acetone and ethanol (BC) and the interactions acetone, ethanol and water
(ABC) were significant since the standardized effect extends beyond the vertical line.
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Figure 3.7 — Standardized (p <0.05) pareto chart representing the estimated effects of
parameters and parameter interactions on thiosulfinates recovery.

et | - =
(C)Acetone 353,37366

(B)Ethanol | 13,4081

AC(AC) | 13,13393

AB } -12,834

BC t 11,56514

ABC 4,795241

AB(A-B) | 3,012638

AC -1,91255

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

3.2.3 Total antioxidant activity (TAC)

All the extracts were evaluated for their antioxidant activities by phosphomolybdenum
assay. The results were depicted as ascorbic acid equivalent by gram of powdered garlic
cloves (Table 3.3).

The response surface and contour plot for total antioxidant capacity (TAC) as a
function of the percentage composition of water, ethanol and acetone is shown in Figure 3.8.
The highest value on the response surface occurred between pure water, and binary solvent
mixture (1 : 1) of water/acetone and water/ethanol (Figure 3.8, A). In contour plot (Figure 3.8,
B), the red dark region between pure water, binary solvent mixture water/acetone (1 : 1) and
ternary solvent mixture water/ethanol/acetone (2/3 : 1/6 : 1/6) indicates the best composition

of the extraction solvent to obtain extracts from garlic with high total antioxidant activity.
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Table 3.3 — Compositions of extraction mixtures and total antioxidant activity (TAC).

Water Ethanol Acetone TAC (mg EAA g* dry plant)

1 0 0 95,33+ 0,80
0 1 0 0,95+0,19
0 0 1 0,37 +0,12
1/2 0 1/2 94,97 + 3,16
1/2 1/2 0 91,33 + 3,90
0 1/2 1/2 0,97 +0,50
1/3 1/3 1/3 67,27 + 3,77
1/6 1/6 2/3 11,08 £ 0,59
1/6 2/3 1/6 14,06 + 1,59
2/3 1/6 1/6 98,73 +0,35

The ANOVA test shown fitting to linear, quadratic, special cubic and cubic models,
with R? of 0,812, 0,942, 0,952, and 0,969, respectively. Thus, the cubic model is better in
predicting the behaviour of the mixture. Though the lack of fit was significant (p < 0,05), the
model was adequate due to probability value (p < 0,05). The cubic model is given by the

equation correlating the three variables and the analytical response:

TAC= + 93,695958315915*W - 0,68017670863697*E - 1,268337478509*A +
166,19634696732*W*E + 181,95837714908*W*A - 5,2998253001968*E*A -
435,0772678457*W*E*A + 107,25653550065*W*E*(W-E) + 179,24030019932*W*A*(W-
A) +0,

As shown in Figure 3.8, ethanol and acetone and ternary solvents mixtures, which
comprise lower amounts of water, yielded extract with low antioxidant activity. The
antioxidant activity of those extract increases with the increase of water in the solvent mixture
and attains its maximum activity around 80% of water for both ethanol and acetone mixtures
and after that starts to decrease slightly.

This mixture of solvents that present the highest total antioxidant capacity was the
same compositions that present the highest contents of total phenolic compounds and
thiosulfinates, highlighting the relationship between these bioactive compounds and
antioxidant activity. Phenolic compounds and thiosulfinates are reported to act as antioxidants
(BENKEBLIA; LANZOTTI, 2007; JOHNSON; OLALEYE; KOLAWOLE, 2016; OKADA
et al., 2005; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).
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Figure 3.8 — Cubic response surface (A) and contour plot (B) for total antioxidants activity.
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Pareto chart (Figure 3.9) was applied for investigating the relative contribution of the
independent variables on the antioxidant activity. The result showed that the water
concentration in the solvent water (A) was the most important factor followed by its
interaction with acetone (AC) and ethanol (AB), respectively. Ternary solvent mixtures
(ABC), was also significant at level confidence of 95%, whereas pure ethanol (B) and acetone

(C) and their interaction (BC) was not significant.

Figure 3.9 — Standardized (p <0.05) pareto chart representing the estimated effects of
parameters and parameter interactions on antioxidant activity.

(A)Water | —17,9697-
Ac | J7,117545
AB | 6,500992
ABC | -2,59462
AC(AC) | 2110507

AB(A-B) | 1,262917

(C)Acetone | -,243231
BC -,20731
(B)Ethanol -,13044p

p=.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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4 CONCLUSION

The binary mixture water/acetone (80 : 20) proved to be the best solvent mixture for
total phenolic compounds (TPC) and thiosulfinates (TS) extraction from dried garlic powder,
and shown better total antioxidant capacity (TAC). And extraction for 30 minutes was
sufficient for extracting TPC and TS by sonication from dried garlic powder.

This study indicated that use of pure water, binary and ternary mixtures with high

portion of water was efficient to yielding extracts with high TPC and TS contents, and TAC.
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BIOATIVE COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF Allium sativum L.
WITH YEASTS AND BACTERIA IN Sclerotinia sclerotiorum CONTROL

ABSTRACT

Phytopathogen attack influences the production of secondary metabolites in plants due
its defense response, and the use of benefic microorganisms to induce plant resistance also
shares this principle, because the plant starts to produce secondary metabolites that will
protect it from the attack of the pathogens, making it resistant. Thiosulfinates and phenolic
compounds are associated with the protection of the garlic plants, acting as a non-enzymatic
antioxidant, and with its defense response, acting like antifungal compounds. The purpose of
this study was to evaluate the effect of interactions between plant x pathogen and antagonistic
microorganisms in total phenolic compounds and thiosulfinates content, and antioxidant
activity (DPPH, total antioxidant capacity - TAC, oxygen radical absorbance capacity -
ORAC, reducing power and chelating power) measured in extracts from garlic cloves
submitted to different treatments with biological control agents for the purpose of Sclerotinia
sclerotiorum control. Thiosulfinates varied significantly between treatments and was lower in
negative control compared to other treatments. Whereas total phenolic compound, suffered
smaller variation. In relation to bioactive compounds content, the highest amount of TPC was
observed in garlic treated with Saccharomyces cerevisiae (treatment 3), and for the
thiosulfinates was the garlic treated with Bacillus amyloliquefaciens (treatment 8) and
Acidithiobacillus ferrooxidans (treatment 10). The Bacillus macauenses (treatment 7) showed
the best chelating power and antioxidant activity measured by (DPPH and TAC) whereas,
Bacillus pumilus (treatments 9) and Bacillus acidiceler (treatment 6) showed the best ORAC
antioxidant activity. Results indicate that the use of biological control agents have potential to
improve quality to the final product in addition to promote the control of the phytopathogen.

Keywords: Antioxidant activity; Garlic; Sclerotinia sclerotiorum; Thiosulfinates; Total
phenolic compounds.
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COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Allium sativum L.
COM LEVEDURAS E BACTERIAS NO CONTROLE DE Sclerotinia sclerotiorum

RESUMO

O ataque de fitopatogenos influencia a producdo de metabdlitos secundarios nas plantas,
devido & sua resposta de defesa, e 0 uso de microorganismos benéficos para induzir a
resisténcia das plantas também compartilha esse principio, porque a planta comega a produzir
metabdlitos secundarios que a protegerdo do ataque dos agentes patogénicos, tornando-a
resistente. Tiosulfinatos e compostos fenolicos estdo associados a protecdo das plantas de
alho, atuando como antioxidante ndo enzimatico, e a resposta de defesa, atuando como
compostos antifangicos. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito das interacGes entre
planta x fitopatdgeno e 0os microorganismos antagonistas no teor de compostos fenolicos e
tiosulfinatos, e atividade antioxidante (DPPH, capacidade antioxidante total - TAC,
capacidade de absorver o radical oxigénio - ORAC, poder redutor e poder quelante) medida
em extratos de bulbilhos de alho submetidos a diferentes tratamentos com agentes de controle
bioldgico para o propdsito do controle de Sclerotinia sclerotiorum. Os tiosulfinatos variaram
significativamente entre os tratamentos e foram menores no controle negativo em comparagéo
com o0s outros tratamentos. Enquanto os compostos fenolicos totais sofreram menor variagéo.
Em relacdo ao conteddo de compostos bioativos, a maior quantidade de TPC foi observada no
alho tratado com Saccharomyces cerevisiae (tratamento 3) e para os tiosulfinatos foi o alho
tratado com Bacillus amyloliquefaciens (tratamento 8) e Acidithiobacillus ferrooxidans
(tratamento 10). O Bacillus macauenses (tratamento 7) mostrou o melhor poder quelante e
atividade antioxidante medida por (DPPH e TAC), enquanto que Bacillus pumilus
(tratamentos 9) e Bacillus acidiceler (tratamento 6) apresentaram a melhor atividade
antioxidante de ORAC. Os resultados indicam que o0 uso de agentes de controle bioldgico tem
potencial para melhorar a qualidade do produto final, além de promover o controle do
fitopatogeno.

Palavras-chave: Atividade antioxidante; Alho; Sclerotinia sclerotiorum; Tiosulfinatos;
Compostos fendlicos totais.
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1 INTRODUCTION

Garlic (Allium sativum L.) is an important representative of Alliaceae family that has
been cultivated for a long time and whose pharmacological properties are related to secondary
metabolites presence. Such as organosulfur compounds responsible for their strong
characteristic odor, highlighting allicin, which is a thiosulfinate responsible for most of the
biological activities of garlic, like antibiotic, antiviral and antifungal (BORLINGHAUS et al.,
2014; CURTIS et al., 2004), and phenolic compounds, which are strongly related to
antioxidant activity (BOZIN et al., 2008).

During phathogen infection, one of the plants defense form is linked to the promotion
of an oxidative explosion that will trigger secondary responses and, consequently, produce
reactive oxygen species (ROS) (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003). To prevent ROS
damage to cells, plants produce enzymatic and non-enzymatic antioxidants (NASCIMENTO;
BARRIGOSSI, 2014; JAIN et al., 2013). Thiosulfinates and phenolic compounds are
associated with the protection of the plant, acting as a non-enzymatic antioxidant, and with its
defense response, acting like antifungal compounds (LANZOTTI, 2006; CURTIS et al.,
2004).

Phytopathogen attack influences the production of secondary metabolites in plants,
and the use of benefic microorganisms to induce plant resistance also shares this principle,
because the plant starts to produce metabolites that will protect it from the attack of the
pathogens, making it resistant (PIETERSE et al., 2014). Therefore, in the hypothesis of the
use of yeasts and Bacillus spp. to control Sclerotinia sclerotiorum, representing an archetype
broad-host necrotrophs, in garlic (Allium sativum L.), it is desirable to know the effects in the
content of secondary metabolites of the plant and if these are of biological and economic
interesting.

In this way, work’s purpose was to evaluate the effect of interactions between plant x
pathogen and antagonistic microorganisms in total phenolic compounds and thiosulfinates
content, and antioxidant activity (DPPH, total antioxidant capacity - TAC, oxygen radical
absorbance capacity - ORAC, reducing power and chelating power) measured in extracts from
garlic cloves submitted to different treatments with biological control agents for the purpose

of Sclerotinia sclerotiorum control.
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2 MATERIAL AND METHODS
2.1 Biocontrol of S. sclerotiorum by yeasts and bacteria in garlic

To evaluate the effect of yeasts and bacteria of the genus Bacillus (Table 4.1) on
Sclerotinia sclerotiorum control were used garlic cloves from cultivar Gigante roxo. The
experiment was carried out based on the methodologies described by Rahman et al. (2016)

and Mello et al. (2011) with some adaptations, as described below.

Table 4.1 — Microorganisms used, with their due substrate and site of origin.

CCMA

code Species Location Substrates
0018 Saccharomyces cerevisiae Parque do Xl_ngl], MT, Indlgenou_s_drlnk
Brasil (Caxiri)
0026 Pichia kudriavzevii Passos, MG, Brazil moist soil
0027 Candida labiduridarum Arcos, MG, Brazil moist soil
0057 Bacillus acidiceler Passos, MG, Brazil Marigold pepper
0058 Bacillus macauenses Passos, MG, Brazil Marigold pepper
0084 Bacillus amyloliquefaciens Arcos, MG, Brazil Pineapple
0098 Bacillus pumilus Arcos, MG, Brazil Souari nut
0121  Acidithiobacillus ferrooxidans Luminarias, MG, Brazil Pixirica

Petri dishes containing the yeast and bacteria, with 4 days growth, were used to
prepare aqueous suspensions. To this, 50 ml of sterile distilled water was added to the Petri
dishes and the suspension was made using drigalski loop, adjusting them to 1 x 10° cells/mL
concentration.

For microbiolization, the garlic cloves were immersed at that suspensions, of each
treatment, for 1 hour and then placed to dry in Petri dishes for 30 minutes. After this time the
inoculation of the phytopathogen was done. For this, 3 mm diameter discs with 8 days of
mycelial growth of the phytopathogen were placed on the surface of the garlic cloves and
these were kept in a moist chamber for 15 days.

For the experiment, eight treatments, consisting of each individual microorganism and
two controls were performed, being one positive, which was treated only with sterile distilled
water inoculated with the phytopathogen, and another negative, which was treated only with
sterile distilled water without plant pathogen inoculation (Table 4.2). Six replicates were used
for each treatment, each consisting of two garlic cloves.

At 15 days, the garlic cloves were removed from the moist chamber and the diameter
of the lesions was measured using a digital caliper. Measurements were taken in two

directions, being the average used to evaluate the development of the disease.



89

Table 4.2 — Description of the treatments codes used in results.
Treatments code Constitution

Garlic without any inoculation (Negative control)

Garlic + Sclerotinia sclerotiorum (Positive control)
Garlic + Saccharomyces cerevisiae + S. sclerotiorum
Garlic + Pichia kudriavzevii + S. sclerotiorum

Garlic + Candida labiduridarum + S. sclerotiorum
Garlic + Bacillus acidiceler + S. sclerotiorum

Garlic + Bacillus macauenses + S. sclerotiorum

Garlic + Bacillus amyloliquefaciens + S. sclerotiorum
Garlic + Bacillus pumilus + S. sclerotiorum

Garlic + Acidithiobacillus ferrooxidans + S. sclerotiorum
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2.2 Extracts preparation

The extractions were performed in triplicate according to the following procedure: 500
mg of oven dried (40 °C, with air circulation) and pulverized garlic cloves (Dry Garlic Clove:
DGC) were extracted twice for 15 min by sonication with 10 ml of acetone:distilled water in
proportion 20:80, renewing the solvent every time. After that, the extracts were centrifuged

for 15 min at 6000 rpm, and the supernatants were recuperated and stored at 4°C.

2.3 Determination of total phenolic compounds (TPC)

The total phenol content was determined by a modification of the Folin—Ciocalteu
method, described by Singleton, Orthofer and Lamuela-Ravent6s (1999), with some
modifications for our extracts as follows: 40 pL of extract was mixed with 120 uL of Folin—
Ciocalteu reagent (0.2 N) in 96 well microplate for 5 min and then 120 uL of a Na,COs3
solution (75 g L) was added. All samples were incubated at room temperature in the dark
conditions for 2 h, and their absorbance was read at 760 nm, in Infinite 200 PRO
spectrophotometer (Tecan). The concentration of the calibration curve (y = 14,282x + 0,1102,
R2 = 0,999) ranged from 0.008 to 1 mg mL™ in an ethanolic solution of gallic acid. The
experiment was conducted in triplicates and the results are expressed as mg gallic acid

equivalents (GAE) g™ dry garlic cloves (DGC).



90

2.4 Determination of thiosulfinates (TS)

The quantitative determination of total thiosulfinates in the extracts was carried out,
following the methodology described by Li and Xu (2007) with some modifications, and was
adapted to be performed directly on the microplate as described below.

The solution of cysteine (20 mM) was freshly prepared in 50 mM Hepes buffer (pH
7.5). The concentration of cysteine was determined by measuring the amount of 2-nitro-5-
thiobenzoate (NTB) formed after reaction with 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB).
All the reactions were carried out at room temperature. Cysteine solution was diluted 20 times
and 50 pL was added to the microplate with 50 puL of the sample or the solvent used in the
extraction (negative control), and the mixture was incubated for 15 min. This reaction mixture
was diluted 2 times adding 100 pL of distilled water. Then, 100 uL of 50 mM Hepes buffer
(pH 7.5) containing 1.5 mM DTNB was added and. The absorbance was measured at 412 nm
after 15 min using an Infinite 200 PRO spectrophotometer (Tecan). Finally, the thiosulfinates

concentration can be determined by the following equation:

Cthi05u|finates (mmol/ml) = (AA412 X 2) / (2 X 14150)

where AA412 = Ag - A. Ag: absorbance of the negative control. A: absorbance of the reaction
with sample . AA4q, IS multiplied by 2 due to the dilution made in the reaction mixture,
14150 is the molar extinction coefficient of NTB, and 2 means half amount of cysteine

reduced denotes the amount of thiosulfinates.

2.5 Antioxidant activities
2.5.1 Total antioxidant activity (TAC)

The total antioxidant capacity (TAC) of samples was evaluated by the green
phosphomolybdenum complex formation according to Prieto, Pineda and Aguilar (1999). An
aliquot of 25 pL of the sample solution was combined with 1 mL of reagent solution (0.6 M
sulphuric acid, 28 mM sodium phosphate, and 4 mM ammonium molybdate) in Falcon 15 mL
tubes. The Falcon tubes were capped and incubated in a water bath at 95 °C for 90 min. After
the samples had cooled to room temperature, the absorbance of the mixture was measured at
695 nm, against a blank, in Infinite 200 PRO spectrophotometer (Tecan). The agueous

ascorbic acid solution calibration curve (y = 0,3811x + 0,0319, R? = 0,993) comprised
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concentration range from 2,0 to 0,0078 mg mL™. The experiment was conducted in triplicates
and the results reported (ascorbic acid equivalent antioxidant activity) are mean values

expressed as g of ascorbic acid equivalents (AAE) g dry garlic cloves (DGC).
2.5.2 Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC)

Extracts had been dried in oven at 40 °C and resolubilized in 75 mM phosphate buffer
(pH 7.4). The ORAC assay was carried out on an Infinite200 PRO
spectrophotometer (Tecan) and the procedure was based on a previous report of Ou,
Hampsch-Woodill and Prior (2001). All reagents were prepared at 75 mM phosphate buffer
(pH 7.4). In the final assay mixture (0.210 mL total volume), 30 uL of samples were placed in
96 well microplate with 150 pL of fluorescein FL (6.3 x 10® M), representing the target of
free radical attack, and were preincubated at 37 °C during 10 min. Then, was added 30 pL of
AAPH (1.28 x 102 M), used as a peroxyl radical generator. Trolox (0,0019, 0,0039, 0,0078,
0,0156, 0,0312, 0,0625, 0,125 and 0,25 mg mL™) was used as the control standard. The
analyzer was programmed to record the fluorescence of FL every minute for 150 min, with
shaking before each read after the addition of AAPH. Results were calculated based on
differences in areas under the sodium fluorescein decay curve (AUC) between the blank and a
sample. The AUC was calculated as:

AUC =1 + fi/fy +fo/fo+Fa/fo+falfo + ....... f150/fo

The Trolox calibration curve (y = 10°% + 107, R? = 0,9993) comprised concentration
range from 0,25 to 0,0019 mg mL™ and results are expressed as mg Trolox equivalent (TE) g°

! dry garlic cloves (DGC).
2.5.3 Reducing power

The reducing property of the treatments was determined by assessing the ability of the
extract to reduce FeCl; solution as described by Oyaizu (1986). An aliquot of 100 pL of the
samples was mixed with 200 pL of 200 mM sodium phosphate buffer (pH 6), and 200 pL of

1% potassium ferrocyanide. The mixture was vortexed and incubated at 50°C for 20 minutes,
and then 200 pL of 10% trichloroacetic acid was added, followed by 600 pL of water and,
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finally, 120 pLof 0,1% ferric chloride. This mixture was vortexed and the absorbance was
measured at 700 nm against a reagent blank. A higher absorbance indicates a higher reducing
power. Ascorbic acid was used as positive control. The aqueous ascorbic acid solution
calibration curve (y = 4,7967x + 0,0941, Rz = 0,9992) comprised concentration range from
5,0 to 0,078 mg mL™. The experiment was conducted in triplicates and the results reported
(ascorbic acid equivalent antioxidant activity) are mean values expressed as g of ascorbic acid

equivalents (AAE) g dry garlic cloves (DGC).

2.5.4 DPPH free radical scavenging activity

The plant extracts were tested for the scavenging effect on DPPH radical according to
the method of Soler-Rivas, Espin and Wichers (2000), adapted to 96-well microplate. Each
sample at different concentrations (100 pL) and 500 pL of 60 pM ethanolic solution of DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) was added in 1,5 ml Eppendorf tubes and vortexed. After 60
min of reaction at room temperature, the tubes were centrifuged for 10 minutes at 5000 rpm.
Finally, the reactions was placed in 96 well microplate and absorbance measurements were
made at 517 nm using Infinite 200 PRO spectrophotometer (Tecan).

The percentage of inhibition was calculated using the following equation: Inhibition =
[(Ao-A1)/Ao] x 100 (%), where A, is the absorbance of the control (without sample) and A; is
the absorbance in the presence of the sample. Tests were carried out in triplicate. The sample
concentration providing 50% inhibition (ICsp) was obtained by plotting the inhibition

percentage against extract concentrations.

2.5.5 Chelating power

The degree of chelating of ferrous ions by garlic extracts of different treatments was
evaluated according to Miguel (2010). Briefly, 50 uL of samples and 150 uL of water were
incubated with 30 uL FeSO4 (0,5 mM). After 5 minutes was added 40 pL of 5 mM ferrozine
to initiate the reaction, and after 10 minutes, the absorbance at 562 nm was measured. An
untreated sample served as the control. The percentage of chelating ability was determined
according to the following formula: [(Ao — A1)/Ao * 100], in which Ay is the absorbance of
the control (without sample) and A; the absorbance of sample. The values of 1Cso were

determined as reported above.
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2.6 Statistical analysis

The experiment was done in triplicate for each treatment. The results were expressed
as the mean = standard deviation and compared by one-way ANOVA and Tukey’s test at the
5% significance level using free version of STATISTICA software version 10 (STATSOFT,
INC., 2011).

Dynamic curves from an ORAC assay were plotted using free version of NCSS Data
analysis software (NCSS 11 STATISTICAL SOFTWARE, 2016).

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Lesion diameter

The lesion diameter differs significantly between treatments (Figure 4.1). All
biological treatments, consisting in application of microorganisms in order to biocontrol the
growth and the symptoms generated by the phytopathogen, on garlic clove had significantly
reduced the lesion diameter at differents levels, except by the Saccharomyces cerevisiae
(treatment 3) which had a negative impact by increasing the lesion diameter. Bacillus pumilus
(treatment 9) was the most efficient microorganism in decreasing the diameter of lesion,
followed by Candida labiduridarum (treatment 5) and Bacillus acidiceler (treatment 6)
(Figure 4.1).

Figure 4.1 — Lesion diameter (mm) of Sclerotinia sclerotiorum in garlic cloves treated with
different antagonistic microorganisms.
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The Figure 4.2 shows the surface plot of lesion diameter against thiosulfinates (TS)
and total phenolic compounds (TPC) in garlic cloves. The diameter of the lesion is influenced
by the amounts of thiosulfinates and phenolic compounds. Lower amounts of these bioactive
compounds are correlated with high diameter lesion. Also, lower amounts of TS and high
TPC is correlated with high lesions diameter, what can be associated with the plant response
to the infection increasing the phenolic compounds content when the infection is already
occurring (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992). Whereas, low lesion diameter are
founds when garlic cloves showed high thiosulfinates content.

Figure 4.2 — Surface plot of lesion diameter (mm) against thiosulfinates (umol/g dry plant)
and total phenolic compounds (TPC) (mg EAG/g dry plant).
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All the treatments of garlic cloves with antagonistic microorganisms increased
thiosulfinates content and showed reduction in diameter of lesion by Sclerotinia sclerotiorum.

This results emphasize the capacity of benefic microorganisms to improve protection in
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plants, increasing the resistence to phytopathogen, besides promote its growth and keeping it
healthy (PIETERSE et al., 2014).

3.2 Total phenolic compounds (TPC)

The recovery of phenolic compounds in the extracts, measured using the Folin-
Ciocalteu method and expressed as gallic acid equivalents, is shown in Figure 4.3. We can
observe only small differences among phenolic amounts. The amount of total phenols in the
examined extracts ranged from 3,34 + 0,05 to 3,87 + 0,04 mg GAE g DGC, corresponding to
Acidithiobacillus ferrooxidans (treatment 10) and Saccharomyces cerevisiae (treatment 3),
respectively. Previous studies have shown higher amounts ranging from 21,27 to 33,96 mg
GAE/qg for 43 garlic cultivars (CHEN et al., 2013), while very lowers amounts of 0,18 + 0,006
mg g DGC has been reported by (BOZIN et al., 2008).

According to Figure 4.3, garlic inoculation with Sclerotinia sclerotiorum did not affect
the amount of TPC produced by garlic, since there are no significant statistical differences
between the negative and positive control at the level 95%. Only the treatments 3, 5 and 10
presented significant differences of the controls, while the treatment 3, corresponding to garlic
treated with Saccharomyces cerevisiae and infected by S. sclerotiorum presented the highest
amount of total phenolic compounds, the treatments 5 and 10, garlic treated with Candida
labiduridarum and Acidithiobacillus ferrooxidans and infected by S. sclerotiorum,

respectively, showed the lowest amounts of TPC (Figure 4.3).

3.3 Thiosulfinates (TS)

Thiosulfinates content in garlic cloves depends on conditions of plant cultivation
(OLECH; ZABORSKA, 2012). Figure 4.3 shows the effects of different treatments on the
amounts of thiosulfinates produced by garlic cloves. The content of thiosulfinates differed
significantly between treatments, and was ranging from 2,96 + 0,01 pumol g* DGC, for
negative control (treatment 1), to 6,88 + 0,01 umol g DGC, for Bacillus amyloliquefaciens
(treatment 8). The highest content of these compounds was detected in treatments 8 and 10
without statistical differences, corresponding to garlic cloves treated with Bacillus
amyloliquefaciens and Acidithiobacillus ferrooxidans, respectively, and infected with the

phytopathogen. Followed by the one treated with the yeast Pichia kudriavzevii (treatment 4).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1021949813001348#tbl1
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Figure 4.3 — Thiosulfinates (TS) (umol g DGC) and total phenolic compounds (TPC) (mg
EAG g* DGC) contents in garlic from different treatments.
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All the treatments with antagonistic microorganisms and phytopathogen show more
thiosulfinates than garlic without any microorganism inoculation (Figure 4.3), this result
suggest that the microorganisms induced garlic cloves to improve the thiosulfinates amount as
a defense response.

Pontin et al. (2015) showed increase in terpene biosynthesis in different tissues (root,
protobulb, leaf sheath and blade) of garlic plants in vitro when infected with Sclerotium
cepivorum. In our study was observed increase in phenolic compounds and thiosulfinates in
garlic cloves treated with biological control agents and infected with Sclerotinia sclerotiorum,
which are compounds related with the plant defense response to phytophatogens (CURTIS et
al., 2004; NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992).

3.4 Antioxidant activities
In plant x phytopathogen interactions, plant defense response is often associated with

oxidative stress, just as it occurs in Sclerotinia sclerotiorum infections (JAIN et al., 2013;
WALZ et al., 2008). The oxidative burst is considered necessary for several subsequent
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defense responses, generating reactive oxygen species (ROS) that serve as secondary
messengers in intra- and intercellular signalling pathways (JAIN et al., 2013).

In order to protect themselves from the oxidative damage caused by ROS in the
oxidative explosion, plants developed antioxidant systems that help the management of ROS
so that they are at the lowest possible levels within the cell (JAIN et al., 2013; RESENDE;
SALGADO; CHAVES, 2003). One of this protection mechanisms is the production of
organosulfur compounds, such as thiosulfinates, and phenolic compounds, that are directly
related to the antioxidant activity of garlic (KIM; KUBOTA; KOBAYASHI, 1997,
LANZOTTI, 2006; NUUTILA et al., 2003; WANG et al., 2015), protecting plant from
oxidative stress and from phytopathogen attack.

In this way, different antioxidant tests were performed to verify the relationship
between inoculation of microorganisms and antioxidant potential of garlic cloves. In Figure
4.4 is possible to observe the percentage of variation in each antioxidant activities evaluated
for different treatments with phytopathogen and antagonistic microorganism in relation to the

negative control (red line), that represent garlic cloves without inoculation.

Figure 4.4 — Percentage variation in antioxidant activities of different treatments in relation to
the negative control.
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3.4.1 Total antioxidant activity (TAC)

The quantitative antioxidant capacity was measured spectrophotometrically through
the phosphomolybdenum method, which is based on the reduction of Mo (V1) to Mo (V) by
the sample and the subsequent formation of green phosphate/Mo (V) complex with a
maximum absorption at 695 nm (PISOSCHI; NEGULESCU, 2012). The mean TAC values
are shown in Table 4.3.

The total antioxidant activity varied between treatments from 167,67 + 4,19 mg AAE
g™ DGC, for Saccharomyces cerevisiae (treatment 3), to 229,76 + 9,78 mg AAE g DGC, for
B. macauenses (treatment 7). Treatment 3, garlic treated with Saccharomyces cerevisiae and
infected with phytopathogen, which presented the highest lesion diameter, exhibited the
lowest TAC. Also, Bacillus amyloliquefaciens and Acidithiobacillus ferrooxidans (treatments
8 and 10, respectively), that presented the highest amounts of thiosulfinates, showed lower
TAC. Only the garlic cloves treated with Bacillus macauenses and infected by S. sclerotiorum
(treatement 7), demonstrated total antioxidant activity significantly higher than the negative
control (Table 4.3 and Figure 4.4).

Table 4.3 — Total antioxidant capacity — TAC (mg AAE g* DGC), Oxygen radical
absorbance capacity — ORAC (mg TE g* DGC) and Reducing power (mg
AAE g™ DGC) from different treatments.

Treatments TAC ORAC Reducing power

Negative control 204,24 + 8,61 bc 2,37+0,05d 552+0,21 cd
Positive control 221,17 +£9,81 ab 3,93+0,23b 4,32+0,29¢
Saccharomyces cerevisiae 167,67 +4,19 ¢ 3,61 +0,25bc 10,01 +0,24 a
Pichia kudriavzevii 203,95+ 2,16 bc 2,38+0,02d 4,91 + 0,09 efg
Candida labiduridarum 196,36 + 7,54 cd 2,32+0,06d 5,31 +£0,24 de
Bacillus acidiceler 215,82+ 3,36 abc  4,59+0,09a 8,32+0,05b
Bacillus macauenses 229,76 £9,78 a 3,39+0,19¢ 5,25 + 0,35 def
Bacillus amyloliquefaciens 176,62 + 3,66 de 2,51+0,01d 4,35+0,03¢
Bacillus pumilus 193,11 +9,51 cd 417+0,14 a 4,67 £0,13 fg
Acidithiobacillus ferrooxidans 175,06 + 6,83 de 2,49+0,22d 6,09+0,14c

Subtitle: *Means followed by the same letter in the column do not differ by the Tukey test (p < 0,05).

3.4.2 Oxygen radical absorbance capacity (ORAC)

The ORAC assay represents a typical hydrogen atom transfer (HAT)-based method,
since it employs a competitive reaction scheme between antioxidants and a fluorescence

probe (fluorescein) for a radical, usually peroxyl radical generated by 2,2- azobis(2-
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amidinopropane)dihydrochloride (AAPH) (ROY et al., 2010). Results are expressed as mg
Trolox equivalent (TE) g™ of dried garlic cloves (DGC), and varied from 2.32 + 0.06 mg TE
g* DGC, for Candida labiduridarum (treatment 5), to 4.71 + 0.14 mg TE g* DGC, for
Bacillus pumilus (treatment 9) (Table 4.3).

Previous studies had reported the antioxidant activity of garlic measured by ORAC
method, and was 105 + 6 mmol TE g extract solids (HO et al., 2010), 100.8 +5.0 | umol TE
g* of freeze-dried garlic (JAVIER MORENO et al., 2006). In our study, the antioxidant
activity of treatments range between 9,29 + 0,29 and 18,85 + 0,63 pmol TE g™ DGC for
Candida labiduridarum (treatment 5) and Bacillus pumilus (treatment 9), respectively.

The better oxygen radical absorbance capacity (ORAC) was presented by the garlic
cloves treated with Bacillus pumilus (treatment 9) and B. acidiceler (treatment 6), followed by
the garlic infected with S. sclerotiorum (treatment 2) and garlic treated with Saccharomyces
cerevisiae (treatment 3) and Bacillus macauenses (treatment 7) (Table 4.3 and Figure 4.4).

The dynamic curves from ORAC assay, showed in Figure 4.5, demonstrates the course
of the different treatments extracts in the ability to protect the oxidizable substrate
(fluorescein), whose fluorescence is used for measurement, of the pro-oxidant (peroxyl
radical), which when the substrate is oxidized this loses fluorescence (BOROSKI et al.,
2015). A larger area under the curve representing greater capacity to absorb the oxygen
radicals, keeping the fluorescence longer.
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Figure 4.5 — Dynamic curves from an ORAC assay for (A) Trolox antioxidant standards and
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3.4.3 Reducing power

The reducing power assay measures the electron donating ability of antioxidants using
the potassium ferricyanide reduction method. Antioxidants cause the reduction of the
Fe**/ferricyanide complex to the ferrous form and activity is measured as the increase in the
absorbance at 700 nm (VLADIMIR-KNEZEVIC et al., 2011). The reducing property is
generally associated with the presence of reductants which breaks of free radical chain by
donation of a hydrogen atom (LOGANAY AKI; SIDDHURAJU; MANIAN, 2013).

Figure 4.6 shows the plot of reducing power (as indicated by absorbance at 700 nm)
by the extracts of different treatments which increased with increasing concentration in dose
dependent manner. All extracts possessed the ability to reduce iron (I11) ions (Figure 4.6), and
this ability was lower compared to ascorbic acid (Figure 4.7).

The garlic cloves treated with Saccharomyces cerevisiae (treatment 3) exhibited the
best reducing power, corresponding to 10.01 mg AAE g' DGC, followed by Bacillus
acidiceler (treatment 6), 8,32 + 0,05 mg AAE g™ DGC, and Acidithiobacillus ferrooxidans
(treatment 10), 6,09 + 0,14 mg AAE g' DGC (Table 4.3 and Figure 4.4). Those three
treatments, was better than the negative control (treatment 1). Whereas, positive control
(treatment 2) showed lower reducing power 4.32 mg AAE g™ DGC (Figure 4.6 and Table
4.3).

Similar absorbance range represented in Figure 4.6 for the reducing power was
observed by Gulfraz et al. (2014), with absorbance values around 0.45 + 0.01 mg g™ for
phenolic compounds extracted from dry garlic cloves, and 1.91 + 0.12 mg g™ for crude garlic.
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Figure 4.6 — Reducing power of diferents treatment extracts.
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Figure 4.7 — Reducing power of Ascorbic Acid (AA).
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3.4.4 DPPH free radical scavenging activity

All the extracts were evaluated for their antioxidant activities by DPPH free radical

scavenging assay, and the results were depicted as ICsy value (Table 4.4), the sample
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concentration at which the inhibition percentage reaches 50%. The DPPH- is a stable free
radical with an absorption band at 515 nm that accepts an electron or hydrogen radical to
become a stable diamagnetic molecule and loses this absorption. The DPPHe method is
widely used to determine the antiradical/antioxidant activity of purified phenolic compounds
as well as natural plant extracts (PEREZ-HERNANDEZ et al., 2012).

All the extracts showed DPPH radical scavenging activities in a dose-dependent
manner (results not shown). In the DPPH assay, the 1Csy values for ranged from 2,6 + 0.05 to
3.64 + 0.02 mg mL™ for garlic cloves treated with Bacillus macauenses (treatment 7) and
Acidithiobacillus ferrooxidans (treatment 10), respectively (Table 4.4).

The best scavenging activities corresponding to the lowest 1Csy values, that were
obtained for treatments 7, 6 and 8, garlic cloves treated with Bacillus macauenses, Bacillus
acidiceler and Bacillus amyloliquefaciens, respectively. Whereas, treatment 10, showed the

lowest free radical scavenging activity (Table 4.4).

Table 4.4 — DPPH (ICso, mg mL™) and Chelating power (ICso, mg mL™) from different

treatments.

Treatments DPPH Chelating power
Negative control 3,15 + 0,03 cde 0,33+0,00b
Positive control 3,22 + 0,08 de 0,37+0,01c
Saccharomyces cerevisiae 3,10+£0,08 cd 0,36 £ 0,02 bc
Pichia kudriavzevii 3,28+0,04 ¢ 0,54+0,01d
Candida labiduridarum 3,09 £ 0,04 cd 0,36 £ 0,00 bc
Bacillus acidiceler 2,66 +£0,02 ab 0,38+0,01c
Bacillus macauenses 2,65+0,05a 0,28+0,01a
Bacillus amyloliquefaciens 2,82+£0,04b 0,51+0,01d
Bacillus pumilus 3,06+0,05¢c 0,39+0,01c
Acidithiobacillus ferrooxidans 3,64 £0,02 f 0,28+0,01a

Subtitle: *Means followed by the same letter in the column do not differ by the Tukey test (p < 0,05).

3.4.5 Ferrous ion chelating power

The transition metal ion Fe?* possesses the ability to perpetuate the formation of free
radicals by gain or loss of electrons. Thus, the reduction of the formation of reactive oxygen
species can be achieved by the chelating of metal ions with chelating agents that reduces the
redox potential, thereby stabilizing the oxidized form of the metal ion (SUDAN et al., 2014).

All extracts from different treatments presented the ability for chelating Fe?* metal

ions (Figure 4.4). The metal chelating potential of samples varied significantly (p <0.05) and
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the results are depicted as ICsp in Table 4.4. The ICsq varied from 0.28 + 0.01 mg mL™ for
Bacillus macauenses (treatment 7) and Acidithiobacillus ferrooxidans (treatment 10) to 0,54 +
0.01 mg mL™ for Pichia kudriavzevii (treatment 4).

The presence of Sclerotinia sclerotiorum (treatment 2) did decrease slightly the
chelating power of garlic extract (Figure 4.6). All the infected garlic and treated with
microorganisms presented chelating activity lower than the negative control, except the garlic
treated with Bacillus macauenses (treatments 7) and  Acidithiobacillus ferrooxidans
(treatment 10), which presented the best chelating activity, and was almost two folds higher
than the one exhibited by the treatments 4 and 8. Liu et al. (2014) found that garlic methanol
extracts showed excellent metal chelating activity, and garlic aqueous extract increased the
metal chelating activity about 54,7 % after boiling procedure. In our study, we identify two
microorganisms that increased the metal chelating activity around 15,6 % in relation to the

negative control (Figure 4.4).

4 FINAL CONSIDERATIONS

In relation to bioactive compounds content, the highest amount of TPC was observed
in garlic treated with Saccharomyces cerevisiae (treatment 3). All treatments increased
thiosulfinates content in relation to the negative control, highlighting Bacillus
amyloliquefaciens (treatment 8) and Acidithiobacillus ferrooxidans (treatment 10).

The Bacillus macauenses (treatment 7) showed the best chelating power and
antioxidant activity measured by (DPPH and CAT) whereas, Bacillus pumilus (treatments 9)
and Bacillus acidiceler (treatment 6) showed the best ORAC antioxidant activity.

Bacillus pumilus (treatment 9) besides the hight reduction on diameter of lesion was
the treatment that showed the large ORAC activity and increase in thiosulfinates content, not
presenting significant differences in relation to negative control for TPC, CAT and DPPH,
exhibitting reduction only in the chelating power, presenting greate interest for application as
a biological control agent that will improve garlic thiosulfinates content and antioxidant
activity.

In conclusion, the present results show that the interactions between plant x pathogen
and antagonistic microorganism have effect on garlic total phenolic compounds and
thiosulfinates content, and their antioxidant activities. This indicates that the use of biological
control agents have potential to improve quality to the final product in addition to promote the
control of the phytopathogen.
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