VI Encontro de Iniciagao Cientifica e Pés-graduagéo da Embrapa Clima Temperado

EFEITO INIBITORIO DE EXTRATO DE PROPOLIS SOBRE Colletotrichum
gloeosporioides

Jessica Jardim Machado®; Yasmin dos Santos Lourengo®; Gabriela Xavier Giacomini®;Daniel
Lopes de Lima®; Luis Fernando Wolff®; Glaucia de Figueiredo Nachtigal ©

(WGraduanda; Universidade Federal de Pelotas (Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel); Pelotas, RS;
@ Mestranda; Universidade Federal de Pelotas (Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel);®Doutoranda;
Universidade Federal de Pelotas; ¥ Assistente A; Embrapa Clima Temperado ©® Pesquisadores; Embra-
pa Clima Temperado.

INTRODUGAO

Embora a goiabeira seja considerada uma espécie bastante rustica, alguns patégenos que inci-
tam doencgas sao considerados relevantes para a regido Sul do Rio Grande do Sul, como a antracnose,
causada pelo fungo C. gloeosporioides, que ocorre tipicamente quando ha condigbes de alta umidade,
e agrava-se nas fases de florescimento, maturacdo e pds-colheita em pomares mal conduzidos. Esta
doenga também tem sua importancia em condi¢cdes de produgdo em que os agricultores utilizam o ensa-
camento dos frutos, pois estes geram acumulo de umidade, o que favorece a infeccao e disseminacao
do patégeno (ZAMBOLIM, 1996). O sintoma tipico da doenca é caracterizado por lesdes arredondadas,
grandes, necréticas, com o centro dos tecidos deprimidos, onde sdo produzidas massas de conidios de
coloragao alaranjada podendo ocorrer uma podriddo-mole nos frutos, prejudicando a sua comercializagao
(SILVA et al., 2006).

Atualmente o controle da doenca se da por meio de podas sistematicas, eliminando os ramos
infectados pela doenca. Além deste controle manual, tem-se a aplicagao preventiva com fungicidas cu-
pricos com o objetivo de reduzir o potencial de in6culo na area (JUNQUIRA et al.; 2001). Nota-se, assim,
que para minimizar a infec¢ao por este patdgeno necessita-se de uma demanda significativa de mao de
obra e aplicagdo de fungicidas sintéticos, de modo que o principal desafio da pesquisa, neste contexto, €
a busca por produtos mais amigaveis e de menor impacto ao meio ambiente, a saude humana e animal,
0 que gera uma oportunidade para a inovagao quanto a fitoprotegao.

O uso de insumos alternativos como a propolis tem se mostrado promissor, visto que é gerado
a partir de uma complexa mistura de substancias que as abelhas coletam de varias plantas, elaboram
e depositam em seus ninhos, com o objetivo de vedar a colméia. Esta mistura é constituida por 47%
de resina contendo vitaminas, sais minerais, compostos fendlicos como flavondides, acidos graxos,
alcoois aromaticos e ésteres, 30% de ceras, 5% de podlen, 4-15% de substancias volateis e matérias
estranhas e 13% de substancias desconhecidas (Burdock, 1998). Dentre as substancias presentes na
propolis destacam-se os flavondides, os quais sao indicados como responsaveis pelas agdes antiinflama-
téria, antimicrobiana e, em especial, pela antifungica (SOMNEZ et al., 2005). Com base nesta premissa,
o presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade fungitdxica de dois produtos comerciais de extra-
to de propolis, expressa pelo efeito inibitorio in vitro no crescimento micelial e na esporulagéo do fungo
Colletotrichum gloeosporioides.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Biofabrica, unidade destinada ao desenvolvimento de pesquisas
em insumos alternativos, localizada na Estagao Experimental Cascata, Embrapa Clima Temperado. O
isolado de Colletotrichum gloeosporioides utilizado neste ensaio (CPACT 651) pertence a Colegao de
Microrganismos de Interesse ao Controle Biolégico de Pragas (CMIBIO), vinculada a Embrapa Clima
Temperado. Os produtos comerciais utilizados foram da marca Veromed® Apicultura Orgéanica, e sédo
descritos a seguir: (A) Extrato padronizado “in natura” de prépolis: 30% prépolis e 11% de sélidos soluveis;
(B) Extrato de propolis supreme “in natura”: 100% prépolis verde, 11% sdlidos soluveis, artepilin ¢ (5,3 mg/
ml), flavonéides (11,6 mg/ml) e acido p-cumarico (0,88mg/ml).
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Ambos os produtos a base de propolis foram previamente filtrados em membrana Millipore a
0,22um. O produto (A) foi testado em sua concentracao original enquanto o produto (B) teve acréscimo
de agua estéril para avaliagao de diferentes concentragdes (v/v): 1) 100% (puro); 2) 75% produto B + 25%
agua estéril; 3) 50% produto B + 50% agua estéril; 4) 25% produto B + 75% agua estéril; a testemunha
foi composta somente por agua estéril. Em todas as formulagdes foram acrescidos 20 yL de Tween 80
com o intuito de melhorar a homogeneizagdo. Em placas de Petri de 9cm de didmetro, contendo meio
de cultura BDA (batata, dextrose e agar) solidificado, foi adicionado aliquota de 100 pL dos tratamentos
e espalhada com auxilio de uma alga de Drigalski. Disco de 5mm de didmetro do isolado fungico foi
repicado para o centro da placa de Petri. As placas foram vedadas com Parafilm® e incubadas em BOD,
a 25°C e fotoperiodo diario de 12h.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido de cinco repeti¢des,
sendo cada parcela representada por uma placa de Petri. As avaliagdes da interferéncia no crescimento
micelial foram realizadas por meio de medi¢des diarias do didmetro das coldnias fungicas, com auxilio
de régua milimetrada, em dois eixos ortogonais, iniciadas apds 48 horas de incubacéo, e perduraram por
quatro dias, momento em que ocorreu a colonizacao total da superficie do meio de cultivo no tratamento
testemunha. Apds 15 dias de incubagao procedeu-se a estimativa da concentragdo de esporos. Trés
discos de micélio (5mm de didmetro) foram retirados de cada repeticao e transferidos para frasco do tipo
penicilina, contendo 9ml de agua estéril. Ap6s homogeneizacao do conteudo em agitador tipo vortex,
aliquota de 20 uL foi imediatamente retirada, com auxilio de uma micropipeta, e transferida para camara
de Neubauer, a fim de proceder a contagem do niumero de esporos em microscopio 6tico no aumento
de 400X. Apds a analise de variancia e, no caso de haver significancia (P <0,05), os tratamentos foram
comparados pelo teste de Tukey (P <0,05).

RESULTADOS E DISCUSSOES

De acordo com os dados obtidos verificou-se que o extrato de propolis supreme “in natura” (B)
se destacou quanto a inibigao in vitro do crescimento micelial de C. gloeosporioides, sendo da ordem de
15% em relagdo ao tratamento testemunha a partir da diluicdo de 75% (Tabela 1). A atividade antifungica
dose-dependente aqui verificada esta de acordo com trabalho de Albano et al. (2007) que avaliaram
extrato de borra de proépolis, a 25%, 50%, 75% e 100%, sobre fungos de armazenamento que incidem em
sementes de feijao. Atribui-se a superioridade do produto em questao (B) devido a presenca de propolis
verde, diferentemente do produto (A). A propolis verde € originaria da regiao do cerrado brasileiro, onde
as abelhas Apis mellifera utilizam a planta Baccaris dracunculifolia (Asteraceae) como principal fonte
para a producao da propolis. Decorre dai a coloragéo verde da propolis e a ocorréncia de componentes
no extrato etandlico derivados do acido cinamico, flavonéides, acidos benzdicos e benzoatos, compostos
aromaticos nao hidroxilados, acidos alifaticos e ésteres (CHANG et al., 2008). Em adi¢ao, sdao encontrados
compostos como a drupanina, a bacarina, o kaempferide e 0 composto majoritario artepelin C (SLISZKA
et al., 2013). O artepelin C € um composto fendlico, derivado hidroxilado e deprenilado do acido cindmico
(PAULINO et al., 2008) com propriedades antimicrobianas conhecidas (AGA et al., 1994).

A analise das médias dos tratamentos no ensaio de esporulagdo demonstrou um comportamento
erratico expresso pela variabilidade da concentracao de esporos entre as médias amostrais (Figura 1).
Verificou-se, contudo, que a propolis a 30%, oriunda do produto A, proporcionou inibigdo da esporulagao
do patégeno da ordem de 61% em relagdo ao tratamento testemunha. A expressiva interferéncia na
esporulagdo do patdgeno, diferentemente do efeito inibitério no crescimento micelial do patégeno, tem
implicacbes importantes na severidade da doenca ao nivel de campo, pois os conidios do patdégeno
sdo responsaveis pela disseminagcdo da doencga na parte aérea. Entende-se, desta forma, que extrato
de proépolis tem potencialidade para desenvolvimento como produto fitoprotetor, muito embora sejam
necessarios estudos posteriores, com diferentes origens da propolis, para comprovar esta premissa.

CONCLUSOES

Extrato etandlico de propolis apresenta agao fungitoxica in vitro a C. gloeosporioides, expresso pela
expressiva interferéncia na esporulagado do patégeno, diferentemente do efeito inibitério no crescimento
micelial do patégeno.
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Tabela 1: Efeito in vitro de produtos a base Figura 1: Efeito in vitro de produtos a base de
de propolis sobre o crescimento micelial de C. prépolis sobre a esporulacéo de C. gloeosporioides
gloeosporioides apoés cinco dias de exposigdo. apos 15 dias de exposigao.
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