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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho verificar a fungitoxicidade in vitro de extratos alcodlicos de
propolis (EAP) sobre a germinacao de esporos de Phakopsora euvitis e Pseudocercospora vitis e tam-
bém sobre o crescimento micelial e esporulacdo de esporos de Elsinoe ampelina. Para o ensaio de
inibi¢do de germinacdo o EAP foi utilizado nas concentragdes de 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,25 e 0,5%.
Como testemunhas utilizaram-se dgua destilada, etanol 0,35% e fungicida azoxystrobin. No ensaio
de crescimento micelial e esporulagdo foram utilizadas as concentragoes de 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,5 e
1,0% de EAP. As testemunhas foram o meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), BDA +0,7% de
etanol e o fungicida azoxystrobin. Os resultados obtidos permitiram concluir que o EAP possui baixa
atividade antiftngica in vitro contra P. euvitis, P. vitis e E. ampelina, para as concentra¢des testadas.
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ABSTRACT

ANTIFUNGAL EFFECT OF PROPOLIS ALCOHOLIC EXTRACTS ON GRAPEVINE
PATHOGENS. The objective of this work was to verify the in vitro effect of alcoholic extracts of
propolis (AEP) on the germination of spores of Phakopsora euvitis and Pseudocercospora vitis, and
also on the mycelial growth and sporulation of Elsinoe ampelina. For the germination assay the AEP
was used at concentrations of 0.025; 0.05; 0.1; 0.2; 0.25 and 0.5%. Distilled water, ethanol at 0.35%
and the fungicide azoxystrobin were used as control treatments. For mycelial growth and sporulation
the concentrations 0.05; 0.1; 0.2; 0.4; 0.5 and 1.0% of AEP were used. The control treatments were
potato-dextrose-agar (PDA) medium, PDA + 0.7% ethanol and the fungicide azoxystrobin. The
results showed that AEP has a low in vitro antifungal activity against P. euvitis, P. vitis and E.

ampelina, for the tested concentrations.
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Entre as frutiferas cultivadas no Brasil, a videira
é uma das mais importantes no aspecto econémico
e social. Na uva, sobretudo a destinada a consu-
mo in natura, a qualidade fitossanitaria é de suma
importancia. As doengas que incidem sobre esta
cultura reduzem a qualidade e produtividade dos
frutos, além de promoverem a elevagdo dos custos
de producdo, sendo, em sua maioria, causadas por
fungos que afetama parte aérea das plantas, causando
doencas como mildio, escoriose, oidio, antracnose,
mancha dafolhaeferrugem (Amorm; Kuniyuki, 2005).

A ferrugem é causada por Phakopsora euvitis Ono,
amancha da folha por Pseudocercospora vitis (Berk &
Curtis) Sacc. e a antracnose por Elsione ampelina (De
Bary) Shear (GaLrorti et al., 2002). O controle dessas
doengas tem sido feito principalmente por meio da
utilizagdo de defensivos agricolas. No entanto, o uso
intensivo eindiscriminado defungicidassistémicosa

longo prazo tem causado diversos problemas, como
a selecdo de patdgenos resistentes aos principios
ativos mais utilizados, além de aspectos negativos
para o ambiente, em funcdo da poluicao causada
pelos residuos (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN, 2005).

Uma alternativa ao uso de agrotéxicos é o em-
prego do manejo integrado das doengas de plantas
com foco agroecolégico, o qual inclui o controle
biolégico, o controle cultural, o emprego de culti-
vares resistentes e o uso de produtos naturais com
atividadeindutora deresisténciae/oucomatividade
antimicrobiana direta. Nesta tltima forma de controle
encaixa-se o uso de extratos vegetais e microbianos
em plantas (STANGARLIN et al., 2008).

A propolis é uma resina produzida por abelhas
meliferasa partir desubstincias coletadasem diferentes
partes das plantas (Burnock, 1998). A composicao da
propolis é extremamente complexa, com mais de 300
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substancias diferentes ja identificadas (BaNKova et al.,
2000). Na literatura é relatada como uma substancia
compostadedleosvolateisedcidosaromaéticos (5a10%),
ceras (30-40%), resinas, balsamos, pélen e elementos
essenciais como magnésio, niquel, calcio, ferro e zinco,
além de flavonoides, 4cidos fendlicos, ésteres, aldeidos
fenodlicosecetonas, consideradosimportantescompostos
antimicrobianos (WIEsE, 1995; CastaLDO; CAPASsO, 2002).

Os estudos sobre as propriedades antibiéticas
da prépolis tém sido conduzidos, sobretudo na drea
médica e veterinaria, porém, segundo BiaNcHINEG
BeDENDO (1998), bactérias fitopatogénicas como
Agrobacterium tumefaciens, Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli e Erwinia chrysanthemi sdo sensiveis as
substancias antibidticas presentes na prépolis. No
entanto, pouco se conhece sobre seus efeitos contra
fungos fitopatogénicos. Assim, objetivou-se comeste
trabalho verificar a fungitoxidade in vitro de extratos
alcodlicos de prépolis sobre os patégenos da videira
P. euvitis, P. vitis e E. ampelina.

Osensaios foram realizados només denovembro
e dezembro de 2007 no Laboratério de Fitopatologia
da Universidade Estadual do Oeste do Parand. Os
uredoésporos de P. euvitis e conidios de P. vitis foram
removidos de folhas frescas, enquanto os esporos de
E.ampelinaforam obtidos a partir de frutos das plantas
apresentando sintomas caracteristicos da doenga.

A prépolis na sua forma bruta foi obtida de col-
meias de Apis melliphera, da regido Oeste do Parana.
As amostras de propolis foram trituradas em liqui-
dificador e, posteriormente, preparou-se o extrato
alcodlico de prépolis (EAP), utilizando a proporcao
de 15 g de propolis para 35 mL de élcool etilico a
70%. O extrato permaneceu ao abrigo da luz, sendo
agitado manualmente por 1 minuto duas vezes ao
dia. Apds 7 dias, ele foi filtrado em papel Whatman
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n°1 (Garaa et al., 2004).

Paraoensaio deinibi¢do de germinacdo deesporos
deP. euvitise P. vitisforam utilizadas as concentracoes
0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,25 e 0,5% de EAP diluidas em
dgua destilada esterilizada. Como testemunhas utili-
zaram-se: agua destilada; etanol a 0,35%; e fungicida
azoxystrobin (0,08 gi.a.L"). Oensaio foirealizadoem
lamina de microscopia revestida por dgua-dgara 2%,
as quais foram incubadas no escuro a 25 °C sobre a
bancada dolaboratério por 18h (FRanzeNEret al., 2003).
Ao final do ensaio foram avaliados a porcentagem
de germinacdo de esporos e o tamanho dos tubos
germinativos de P. euvitis e P. vitis.

Para o ensaio de inibicao do crescimento micelial
e da esporulagdo de E. ampelina foram utilizadas as
concentragdes de 0,05; 0,1;0,2; 0,4; 0,5 e 1,0% de EAP
diluidas com caldo de batata (STANGARLIN ef al., 1999).
As testemunhas foram: o meio de cultura batata-
-dextrose-dgar (BDA); BDA +etanol 0,7 %; e o fungicida
azoxystrobin (0,08 gi.a.L"). As placas de Petricontendo
micélio de E. ampelina foram mantidas em ambiente
climatizado a 25° C, com fotoperiodo de 16 horas, por
7 dias. A esporulacdo foi avaliada apés o término da
avaliagao do crescimento micelial, com auxilio de uma
camara de Neubauer ao microscépio 6tico conforme
metodologia descrita por FRANZENER et al. (2006).

O delineamento experimental utilizado foi intei-
ramente casualizado com quatro repetigdes. Apds a
analise de varidncia e, no caso de haver significancia
(P <0,05), os fatores qualitativos foram comparados
pelo teste de Tukey (P < 0,05), enquanto os fatores
quantitativos foram submetidos a andlise de re-
gressdo polinomial. Dados em percentagem foram
submetidos a transformacdo por raiz quadrada de
x + 0,5. Utilizou-se o programa estatistico SISVAR
para processamento dos dados.
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Fig. 1 - Germinacao (A) e tamanho de tubo germinativo (B) de esporos de Phakopsora euvitis em presenca de diferentes

concentragdes de extrato alcodlico de prépolis (EAP).
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Efeito antiftngico de extratos alcodlicos de prépolis sobre patdgenos da videira.

Para germinagdo de esporos de P. euvitis (Fig. 1A)
houve ajuste de um modelo de regressao quadratica
(R?=0,75), comefeito dose-dependente e valor médio
deinibigdo de 30,4 %. Houve redugdo da germinacdo
de P. euvitis para a concentracao 0,5% de EAP. Para
aavaliagdo de tamanho de tubo germinativo dos es-
poros (Fig. 1B) observou-se um modelo de regressao
quadratica (R?>= 0,92), também apresentando efeito
dose-dependente, com a concentracao de prépolis
de maior eficiéncia ao redor de 0,35%.

No ensaio deinibi¢do de germinacdo de esporos
de P. vitis (Tabela 1), ndo se observaram diferen-
cas significativas entre as concentragdes de EAP
e as testemunhas, exceto para o fungicida, que foi
capaz de reduzir em apenas 15% a germinacdo
de conidios desse fungo, dessa forma, nao foi
possivel ajuste de nenhuma equacdo na regressao
dos dados. Ja para o ensaio de tamanho de tubo
germinativo observa-se ajuste de um modelo de
regressao linear (R?= 0,74), que permite observar
que mesmo nao inibindo a germinacdo, o EAP na
concentracdo de 0,5% reduziu o comprimento do
tubo de P. vitis (Fig. 2).

A andlise das médias dos tratamentos no ensaio
de esporulagdo de E. ampelina demonstrou que o
fungicida e a concentragdo de 0,5% de EAP apresen-
taram tendéncia de serem mais eficientes, porém,
semelhantes as outras concentracdes de EAP e a
testemunha meio BDA + 0,7% de etanol (Tabela 2).
A regressdo para as concentragdes de EAP néo foi
significativa, no entanto, o teste de médias mostra
que o EAP tem efeito inibitério na esporulacao,
assim como o etanol. Para o ensaio de inibi¢dao de
crescimento micelial (Fig. 3), observa-se um modelo
de regressao linear (R?*= 0,86), onde o aumento das
concentra¢des de EAP resultou em menor didmetro
das colonias de E. ampelina.

Na literatura encontram-se poucos trabalhos
utilizando prépolis em vegetais, principalmente
para controle de doencas fungicas. PIERMANN et

Tabela 1 - Efeito in vitro de extrato alcodlico de prépolis
sobre a germinacado de esporos de Pseudocercospora vitis.

al. (2007) testaram extrato de prépolis obtido de
produto comercial na concentragdo de 10% em oito
diferentes fitobactérias: Pseudomonas syringae pv.
tomato, P. corrugata, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Erwinia carotovora subsp. carotovora,
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, X. translucens
pv.undulosa, X. axonopodis pv. phaseoli e X. campestris
pv. campestris. Esses autores conseguiram inibir de
forma acentuada a multiplicacao das bactérias em
estudo, ao contrério do que ocorreu neste trabalho
com os fungos da videira, embora as concentragdes
de proépolis aqui testadas tenham sido entre 10 e 20
vezes menores.

BiancHING BEDENDO (1998) também estudaram o
efeito antibiético de extrato aquoso de prépolis, nas
concentragdes de 0,1, 1,0 e 10%, sobre cinco espécies
debactérias fitopatogénicas, e demostraram que trés
espécies foram completamente inibidas em meio de
cultura contendo 10% de extrato de prépolis. Nova-
mente, as maiores inibi¢des ocorreram com elevadas
concentragdes de extrato de propolis. No presente
estudo, as atividades antiftiingicas ndo foram tdo
expressivas paraas concentracdes testadas, pois estas
foram relativamente baixas ja que em condicoes de
campo normalmente se utilizam concentragdes abai-
xo de 1%, para evitar problemas de fitotoxicidade.

ALBANO et al. (2007), em ensaio com sementes
de feijdo tratadas com extrato de borra de prépolis
a 25%, 50%, 75% e 100%, observaram inibicao de
patégenos comuns ao processo de armazenamento,
tal efeito antiftingico dose-dependente coincide com
o verificado neste trabalho.

Pode-se concluir com este trabalho que o EAP
possui atividade antifangica in vitro, embora baixa
para as concentragdes testadas, contra P. euvitis, P.
vitis e E. ampelina. A fungitoxidade do EAP pode
ser verificada na inibicdo de germinagdo de espo-
ros, na tendéncia em reduzir o tamanho dos tubos
germinativos e na inibi¢do de crescimento micelial,
de maneira dose-dependente.

Tabela 2 - Efeito de extrato alcodlico de propolis na es-
porulacao in vitro de Elsinoe ampelina.

Tratamentos Germinagao (%)
Agua 96,00 b**
Etanol 0,35% 95,25 b
Fungicida (azoxystrobin 0,08 gi.a. L) 80,75 a
Extrato alcodlico de propolis* 96,87 b

*Média de todas as concentragdes testadas;
**Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Esporulacao

Tratamentos

(esporos x 10* mL™7)
Meio BDA 181,95 b**
Meio BDA +0,7% de etanol 70,61 ab
Fungicida (azoxystrobin(,08 gi.a. L) 1,15a
Extrato alcodlico de propolis* 30,68 ab
Extrato alcodlico de prépolis 0,5% 10,84 a

*Média de todas as concentracoes;
**Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fig. 2 - Tamanho médio de tubo germinativo de esporos
de Pseudocercospora vitis em presenca de diferentes con-
centracdes de extrato alcodlico de prépolis (EAP).
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