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RESUMO

Os impactos causados por agrotéxicos tém levado ao surgimento de inimeros estudos, que
visam desenvolver produtos isentos de substancias nocivas ao homem e ao ambiente. Sendo o
tomate uma das hortalicas que mais recebe agrotdxicos no pais e considerando que a Alternaria
sp. € o fungo de maior incidéncia nesta cultura, o presente trabalho foi desenvolvido com objetivo
de determinar o potencial fungicida da propolis no tratamento deste fungo ocorrente em plantas
de tomateiro no municipio de Cassilandia/MS. Para tanto, inéculos do fungo foram isolados di-
retamente de plantas com o patogeno, e a partir desses, determinou-se a capacidade de germi-
nacao e crescimento micelial dos fungos submetidos a meios de cultura acrescidos de préopolis
nas concentragdes de 2, 4, 8 e 16 mL/L, sob diferentes periodos de exposi¢ao. A contra prova foi
realizada em mudas de tomateiro. Os tratamentos diferiram entre si significativamente em todos
os periodos. O tratamento com 16 mL/L de propolis foi o que apresentou melhor desempenho no
controle da esporulagéo do fungo comparado com as demais doses, porém inferior significativa-
mente aos resultados obtidos com o fungicida Folicur 200 EC® (1 mL/L d’agua). O periodo que
apresentou melhor controle na esporulagéo foi o de 12 horas. Os dados sugerem que a propolis
apresenta alguma atividade inibitéria para fungos.

Palavras-chave: Lycopersicon esculentum Mill., Apis mellifera, prépolis, antifungicos, produgéo
organica.

FUNGICIDAL EFFECT OF PROPOLIS ON ALTERNARIA SP. IN TOMATO
ABSTRACT

The impacts caused by pesticides have led to the emergence of numerous studies aimed at developing products
free of harmful substances to man and the environment. As the tomato one of the vegetables to receive more pes-
ticides in the country, and considering that the Alternaria sp. is the fungus is a higher incidence in this culture; this
works was to determine the fungicide potential of propolis in the treatment of this fungus occurring on tomato plants
in the municipality of Cassilandia/MS. To this end, inoculate of the fungus were isolated directly from plants with the
pathogen, and from these, was determined the capacity of germination and mycelial growth in means of culture plus
propolis at concentrations of 2, 4, 8 and 16 mL / L, under different exposure periods. The against prove was held
in the seedlings of tomato. The treatments differed significantly in all periods. In general treatment with 16 mL / L of
propolis showed the best performance in the control of sporulation compared with the other doses, however signifi-
cantly lower results obtained with the fungicide Folicur ® 200 EC (1 mL/ L water). The period showed better control
in sporulation was the 12 hours. The data suggest that propolis have any inhibitory activity for fungi.

Key-words: Lycopersicon esculentum Mill., Apis mellifera, propolis, antifungal, organic
production.
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INTRODUCAO

A propolis € uma substancia resinosa
ou cerosa, elaborada pelas abelhas a partir de
secregdes de arvores, flores, folhas e pélen, re-
cebendo ainda a adicao de substancias secre-
tadas pelo metabolismo glandular das abelhas
(Burdock, 1998). Esse precioso produto natural
é usado na medicina tradicional desde a anti-
gluidade, devido ao seu largo espectro de ati-
vidade biolégica como antibacteriana, antiviral,
antifungica, antioxidante, apresentando muitas
outras atividades biologicas (Orsi et al., 2005,
2006; Fernandes Jr et al., 2005; Gonsales et
al., 2006)

As abelhas usam a propolis basicamen-
te para duas fungdes: mecanica, evitando a
perda de calor por convecgdo e quimica, por
garantir a assepsia principalmente nas regides
de cria (Seeley, 1995), sendo esta ultima fun-
cao de maior importancia (Ogren, 1990).
Comprova-se a importancia deste produto ndo
apenas em termos econémicos, mas principal-
mente cientificos, com centenas de artigos pu-

blicados nas ultimas décadas (Teixeira et al.,
2003).

Nos ultimos anos tem aumentado a pre-
feréncia, por parte dos consumidores, nos pro-
dutos de boa qualidade e isentos de agrotoxi-
cos, que oferecem, por tanto, menores riscos
a saude e ao ambiente. Dentre as principais
substancias alternativas que tém sido utilizadas
no controle fitossanitario de pragas e doencas,
a propolis se destaca por apresentar grande
eficiéncia no controle de microorganismos pa-
togénicos (Silva, 2009). O homem reconheceu
as potencialidades da prépolis desde a antigui-
dade e as tém usado no controle de diversos
microorganismos patogénicos, principalmente
naqueles causadores de doengas as plantas.

De acordo com Lopes & Santos (1994),
os fungos que atacam o tomateiro, sao res-
ponsaveis pelo aumento de 30% no custo de
produgao. Dentre os fungos ocorrentes, mere-
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ce destaque a Alternaria sp. que em algumas
regides chega a representar incidéncia de 88%
(Salustiano et al., 2006). Sendo o tomate uma
das hortalicas que mais recebe agrotéxicos no
pais, e considerando que a Alternaria sp. é .0
fungo de maior incidéncia nesta cultura, o pre-
sente trabalho foi desenvolvido com objetivo
de determinar o potencial fungicida da prépolis
sobre Alternaria sp. em plantas de tomateiro
cultivadas no municipio de Cassilandia/MS.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Campus da
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
(UEMS), Unidade de Ensino de Cassilandia
(19°06'48" S; 51°44°03” W — 470 m de altitude),
no periodo de julho a setembro/2009.

Coleta e preparacao da prépolis

A prépolis usada neste trabalho foi pro-
duzida na UEMS, em colméias de abelhas afri-
canizadas (Apis mellifera). Para coleta usou-se
coletores de prépolis inteligente (CPI) instala-
dos em dez colméias, conforme metodologia
de Adomar (1996) citado por Pontara et al.
(1999). A solugao de propolis foi preparada na
concentragdo de 30%, sendo diluida em alcool
de cereais. Para o preparo da calda esta solu-
cao foi diluida nas concentragbes de 2, 4, 8 e
16 mL/L de agua destilada e esterilizada para
aplicacao.

Isolamento e producao de
Alternaria sp.

inéculo de

Foram utilizados isolados obtidos a
partir da retirada de fragmentos do tecido le-
sionado de folhas de tomateiro, naturalmente
infeccionadas, adquiridas em hortas instaladas
no municipio de Cassilandia/MS. Para a reali-
zagao do processo de isolamento do patégeno
pegou-se as respectivas folhas cortando-as em
pequenos fragmentos.
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Os fragmentos foram desinfetados du-
rante 1 minuto em solucdo de hipoclorito de
sodio a 1% e alcool 70% pelo mesmo perio-
do, sendo entdo banhados em agua esteriliza-
da por alguns segundos apenas para limpeza.
Apos a desinfeccao os fragmentos foram trans-
feridos para placas de petri contendo como
substrato o meio batata-dextrose-agar (BDA).
Essas placas foram incubadas a 25°C, com fo-
toperiodo de 12 horas, por 7 dias. Apos sete
dias foi repetido o processo com mais folhas
de tomateiro parasitadas. Apds o aparecimento
das estruturas reprodutivas do fungo, foi feita a
repicagem do material e a transferéncia destas
para outros meios BDA que foram incubados
novamente em BOD a 25°C + 2°C, com foto-
periodo de 12 horas, por 7 dias. Todo proce-
dimento de isolamento e obtencéo de cultura
pura foi realizado em ambiente asséptico (ca-
mara de fluxo laminar) para evitar a contamina-
¢ao dos meios por outros microorganismos. As
colbnias puras obtidas foram assim mantidas
em laboratério para utilizacdo nos testes.

Avaliacdo da propolis sobre a germinagao
de Alternaria sp.

Para a avaliacdo da inibicao da germina-
¢ao do fungo, foi preparada uma suspensao de
esporos a partir do micélio fungico das culturas
puras, anteriormente produzidas. O potencial
de inéculo da suspenséo de esporos foi reali-
zado através da contagem em uma camara de
Peter.

Foram confeccionados meios de suco
V8-agar, contendo as diferentes concentra-
¢coes de propolis (2, 4, 8 e 16 mL/L). Apos a
sua solidificagao, estes foram cortados em tiras
e colocados sobre laminas, dentro de caixas
de acrilico do tipo gerbox, contendo espumas
umidas. Amostras de 30uL da suspensdo de
esporos foram depositadas na superficie dos
meios, sendo estes, posteriormente incuba-
dos em BOD, com fotoperiodo de 12 horas a
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25 °C, por 12, 24 e 36 horas. A avaliacédo foi
feita estimando-se a percentagem de esporos
germinados. As médias de germinagdo foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

Foi utilizado o delineamento experimen-
tal inteiramente casualizado, em esquema fa-
torial 4 x 3 (4 concentracdes de prépolis x 3
periodos de incubacio), sendo considerado o
meio suco V8-agar como testemunha positiva
€ 0 meio com o fungicida Folicur 200 EC® a
testemunha negativa, com 6 repeticées.

Avaliacdo da eficiéncia de controle da
propolis no crescimento micelial

Para a avaliacdo do crescimento mice-
lial realizou-se a repicagem do fungo, através
da retirada e instalacdo de um disco de 8 mm
de didametro, contendo micélio e esporos de Al-
ternaria sp., para o centro de placas de Petri
contendo os seguintes tratamentos: extrato de
propolis nas concentragées de 0 (testemunha),
2,4,8e 16 mL/L, e o Folicur 200 EC® (1 mL/L
d'agua), incorporados ao meio BDA. As placas
foram incubadas em BOD a 25 °C, com fotope-
riodo de 12 horas.

As avaliagdes de biocontrole da prépolis
foram realizadas através da medicéo do cresci-
mento micelial dos fungos fitopatogénicos (mée-
dia de duas medidas diametralmente opostas),
com auxilio de uma régua milimetrada. As me-
dicées foram realizadas em trés periodos de
incubacéo: 48, 72 e 96 horas.

Foram realizadas analise de variancia e
a comparagao das medias pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. O delineamento experi-
mental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), com 6 tratamentos e 5 repeticées, sendo
cada parcela constituida por 5 placas de Petri.
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Avaliacao da eficiéncia de controle da
propolis em mudas de tomateiro

O experimento foi conduzido em casa de
vegetacao, sendo avaliado o efeito da prépolis
sobre a incidéncia e a severidade de Alternaria
sp. em mudas de tomateiro.

Foi realizado o cultivo de mudas de to-
mate longa vida, hibrido Carmem, em bande-
jas de poliestireno com 128 células, que foram
posteriormente transplantadas para vasos com
capacidade para 5L de solo, quando as mes-
mas atingiram 4 folhas definitivas, cerca de 20
dias apds a semeadura. Os tratos culturais fo-
ram realizados de acordo com as exigéncias
da cultura (Filgueira, 2003).

Ainoculacao do patégeno nas mudas foi
realizada através da pulverizagcao nas plantas,
de uma suspensao de esporos obtida a partir
da cultura pura de Alternaria sp. A suspensao
foi calibrada através de contagem em camara
de Peter. O controle quimico foi efetuado pelo
tebuconazole, sendo o produto comercial o Fo-
licur 200 EC®. Para as pulverizagdes utilizou-se
um pulverizador costal de acionamento manu-
al, com capacidade para 5L. As solugdes foram
preparadas no momento de cada aplicac¢ao.

Os tratamentos utilizados foram: o pro-
duto quimico Folicur 200 EC® (1 mL/L d’agua),
extrato de prépolis nas concentragdes de 2, 4,
8 e 16 mL/L, e como testemunha a aplicacao
de agua destilada.

A aplicagao dos tratamentos teve inicio a
partir do aparecimento dos primeiros sintomas,
sendo realizada semanalmente, totalizando
trés aplicagbes. As avaliagdes foram efetuadas
sempre uma semana apos as pulverizagoes,
determinando-se incidéncia e severidade de
doenca.

Para a quantificagéo da doenca através
da severidade foi utilizada uma escala diagra-
matica, onde: 1= plantas sem sintomas; 2=
plantas apresentando até 2% da area foliar
com sintomas; 3= plantas com 4% da area fo-
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liar com sintomas; 4= plantas com 8% da area
foliar com sintomas; 5= plantas com 16% da
area foliar com sintomas e 6= plantas com até
32%_da area foliar com sintomas (Azevedo,
1997). Para cada uma das variaveis, foram re-
alizadas analise de variancia e a comparacgao
das médias pelo teste de Tukey a 5% de proba-
bilidade.

O delineamento experimental foi em blo-
cos casualizados, com seis tratamentos e qua-
tro repeticdes, sendo as parcelas constituidas
de seis plantas cada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Acado da prépolis sobre esporos de
Alternaria sp.

Os tratamentos diferiram entre si signi-
ficativamente em todos os periodos. O ftrata-
mento com 16 mL/L de prépolis (T5) foi o que
apresentou melhor desempenho no controle
da esporulagao do fungo comparado aos de-
mais tratamentos, se aproximando aos resulta-
dos obtidos com o fungicida Folicur 200 EC® (1
mL/L d’agua) (T6). O periodo que apresentou
melhor controle na esporulagdo foi o periodo
de 12 horas (Figura 1).

Os resultados indicam que a propolis
apresenta atividade inibitéria para fungos. Em-
bora estudos que comprovam a eficiéncia da
prépolis no combate de fungos sejam escassos,
na literatura existem trabalhos que mostram a
eficiéncia dessa substancia sobre outros paté-
genos. Dados da Embrapa (2008) ressaltam
que o extrato de propolis nas concentragdes de
0,5 e 1% sao eficiente no controle de bactérias.
De acordo com Miorin et al. (2003), uma vez
qgue estas bactérias podem desenvolver resis-
téncia aos antibidticos, a atividade antimicro-
biana da prépolis passa a ter maior relevancia,
pois pode constituir no futuro, uma alternativa
para tratar estes agentes patogénicos.
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Figura 1. Porcentagem de esporulacao de Alternaria sp. submetidas a meios de cultura com
diferentes concentracdes de prépolis. Cassilandia/MS, 2009. (T1- meio suco V8-agar; T2- suco
V8-agar + propolis 2ml/L; T3- suco V8-agar + 4mL/L; T4- V8-4gar + 8mL/L; T5- suco V8-agar +

16mL/L; T6- Folicur 200 EC® 1 mL/L d’agua).

Avaliagdo da eficiéncia da propolis no
crescimento micelial de Alternaria sp.

O crescimento micelial no meio com
prépolis na concentragdo de 16 mL/L (T5) foi
significativamente inferior aos demais trata-
mentos (Tabela 1). Observou-se para o TS um

crescimento micelial de 0,28 cm, enquanto que

os tratamentos com as menores concentra-
¢coes de propolis (T2= 2 mL/L e T3= 4mL/L),
apresentaram crescimento micelial de 0,52 cm.
Com relacéo ao tempo de exposigao, o periodo
de 72 horas se destacou significativamente dos
demais com maior crescimento dentre todos os
tratamentos (Tabela 1).

Observa-se que a maior concentragao
de propolis apresentou, dentre as concentra-
cOes testadas, a melhor resposta inibitoria no
crescimento micelial do fungo. Os dados en-
contrados neste estudo corroboram com os
resultados obtidos por Park et al. (1998), que
testou extratos de propolis a 70 e 80% de eta-
nol, observando que esta substancia apresenta
propriedades anti-fungicas e antioxidante. Em-
bora a propolis na concentragado de 16% tenha

apresentando uma resposta negativa ao cres-
cimento do fungo, os valores encontrados fo-
ram inferiores quando comparado ao fungicida
(Tabela 1).
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Tabela 1. Crescimento micelial do fungo Alternaria sp. em diferentes concentragdes de propolis e em

diferentes periodos de tempo. Cassilandia/MS, 2009.

Tratamentos Crescimento Micelial (cm)
Meio BDA 0,672
Prépolis a 2% 0,52b
Prépolis a 4% 0,52b
Prépolis a 8% 0,42c
Propolis 16% 0,28d
Fungicida 0,00e

Tempo

48 0,26 ¢c
72 0,51a
96 0,43 b
CV (%) 18,17

Avaliacdo da eficiéncia de controle da
propolis em mudas de tomateiro

Os resultados obtidos em relagao a efi-
ciéncia da propolis no controle do fungo em
mudas de tomateiro estdo dispostos na tabela
2.

Na primeira aplicacao feita nas mudas
nao constatou-se diferenca significativa entre
os tratamentos, exceto no tratamento 6 que
correspondeu ao fungicida Folicur 200 EC® (1
mL/L d’agua), apresentando por tanto, melhor

desempenho.

Na segunda aplicacao os tratamentos
com propolis e fungicida diferiram significativa-
mente do tratamento com agua, porém o fungi-
cida foi superior a todos.

Observa-se uma tendéncia no aumento
da eficiéncia com o aumento da concentragéo
de propolis. Tal resultado deve-se a constantes
aplicagbes fazendo assim com quem o fungo
ndo se desenvolva mais, inibindo sua infesta-
cao (Tabela 2) e (Figura 2).

Tabela 2. Médias das notas da eficiéncia do controle de Alternaria sp. em mudas de tomateiro
feita através de pulverizacées divididas em 3 aplicagdes. Cassilandia/MS, 2009.

Tratamentos Aplicacao 1 Aplicagao 2 Aplicagcao 3
H,0 1,00a 1,00a 1,00a
Prépolis a 2% 2,00b 1,25ab 1,00a
Prépolis a 4% 225b 2,00ab 1,75ab
Prépolis a 8% 2,25b 2,25ab 1,75ab
Propolis a 16% 2,75b 250b 200b
Fungicida 2,75b 4,00c 5,00c
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Figura 2. Eficiéncia de diferentes concentracdes de propolis sobre Alternaria sp. ocorrentes em
mudas de tomateiro. Cassilandia/MS, 2009. (12. Aplicacéo = 27 dias; 22. Aplicacéo = 34 dias; 32.

Aplicacao = 41dias).

B 1 aplicacdo

B 2 aplicacdo

% 3 aplicacdo
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CONCLUSAO

A propolis apresenta alguma acgéo inibi-
toria sobre o fungo Alternaria sp.
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