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RESUMO

A propolis € uma resina produzida pelas abelhas com funcéo de proteger a colmeia.
A atividade antimicrobiana da substancia ja foi comprovada, principalmente na
saude humana. Contudo, existem poucos estudos referentes a acdo da propolis na
protecdo de plantas. Diante disso, este trabalho teve como objetivo verificar o
potencial de extratos etandlicos de propolis oriundos de diferentes regides
paranaenses no controle do crestamento bacteriano comum, doenca causado pela
bactéria Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, assim como na inducdo de
fitoalexina em feijoeiro. O experimento foi conduzido em laboratério e casa de
vegetacao, utilizando a variedade IPR-Colibri. O extrato etandlico de propolis (EEP)
foi avaliado nas concentrag6es: 0,1; 0,5; 1; 2,5 e 5%, sendo obtidos da regido de
Laranjeiras do Sul, Maringad e Marechal Candido Rondon. Foram realizados ensaios
de atividade antimicrobiana in vitro sobre a bactéria e inducdo da fitoalexina
faseolina e o efeito local e sistémico sobre a severidade da doenca em plantas de
feijoeiro. Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
com quatro repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, além da
analise de regressédo. Os resultados dos ensaios in vitro foram semelhantes para as
trés regides, e se apresentaram de forma linear com redugédo no crescimento da X.
axonopodis pv. phaseoli de até 97% em relacdo as testemunhas. Na inducdo de
faseolina, as concentracdes de 5% de EEPs ndo autoclavados apresentaram o
maior acumulo nas trés regides, com 45,67, 38,9 e 48,7% a mais que a testemunha
agua destilada, de Laranjeiras do Sul, Maringa e Marechal Candido Rondon,
respectivamente. Os extratos autoclavados nédo apresentaram diferenca significativa
ao mesmo tempo que reduziram drasticamente em relacdo aos ndo autoclavados.
Os resultados obtidos no experimento in vivo mostraram que ndo ha interacdo entre
os fatores. Os triflios tratados apresentaram menor éarea lesionada nas
concentracfes 1 e 2,5% de EEP, enquanto os trifdlios ndo tratados apresentaram
menor area com a doenca nas concentracdes 0,5 e 1% do extrato. Estes resultados
indicam o potencial do EEP de diferentes regibes do Parana como antimicrobiano
direto sobre X. axonopodis pv. phaseoli, bem como indutor de faseolina em
hipocdtilos de feijoeiro. Em relacdo as plantas, os EEP reduziram a severidade da
doenca seja por atividade antimicrobiana ou por inducdo de resisténcia, indicando
potencial no controle da doenca.

Palavras-chave: Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Fitoalexinas. Mecanismos
de defesa. Controle alternativo.



ABSTRACT

Propolis is a resin produced by bees in the hive protecting function. The antimicrobial
activity of the substance has already been proven, especially on human health.
However, there are few studies concerning the action of propolis on plant pathogens.
Thus, this study aimed to investigate the potential of propolis ethanolic extracts
(PEE)originating from Parana regions in the control of bacterial blight, a disease
caused by the bacterium Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, as well as the
resistance induction in bean. The experiment was conducted in laboratory and
greenhouse, using the varietylPR-Colibri. The PEE was evaluated at concentrations
of 0.1; 0.5; 1; 2.5 and 5%, taking place of the Laranjeiras do Sul, Maringd and
Marechal Candido Rondon region. Antimicrobial activity assays were performed in
vitro on bacteria and induction of phytoalexins, and in the local and systemic effect
on disease severity in bean plants. The tests were conducted in a completely
randomized design with four replications and subjected to analysis of variance and
means compared by the Scott-Knott test at 5% probability, in addition to regression
analysis. The results of in vitro assays were similar for the three regions, and
presented in a linear equation. The test with the bacteria showed that the PEE 5% of
Laranjeiras do Sul trees reduced the growth of X. axonopodis pv. phaseoli 97% over
the control. In phaseolin induction, the concentrations of 5% of PEE autoclaved
showed the highest accumulation in the three regions, with 45.67, 38.9 and 48.7%
more than the distilled water, for Laranjeiras do Sul, Maringa and Marechal Candido
Rondon, respectively. The autoclaved extracts showed no significant difference while
drastically reduced compared to non-autoclaved. The results obtained in the in vivo
experiment showed reduction on the disease severity. The treated trefoil showed
lower area injured at concentrations of 1 and 2.5% PEE, while the trefoil not treated
had a lower area with the disease at concentrations 0.5 and 1% of the extract. These
results indicate the potential of PEE from different regions of Parana as a direct
antimicrobial about X. axonopodis pv. phaseoli and phaseolin inductor in bean
hypocotyls. With regard to plants, the PEE reduced the severity of the disease is by
antimicrobial activity or resistance induction indicating potential for disease control.

Keywords: Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Phytoalexins. Defense
mechanisms. Alternative control.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) apresenta grande importancia mundial por
ser componente basico da alimentacédo, principalmente dos brasileiros. A cultura é
produzida em diferentes tipos de propriedades. Embora seja também produzido em
grandes fazendas, seu cultivo € mais importante em pequenas unidades produtivas
de agricultura familiar (EMBRAPA, 2005).

Dentre os problemas fitossanitarios que mais afetam a cultura do feijoeiro
encontram-se as doengas, como o crestamento bacteriano comum que é causado
pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Essa representa a principal
doenca bacteriana na cultura, comumente levando a severas perdas na producéao.

O controle dessa doenca € muito dificil. Envolve a utilizacdo de sementes
sadias, o0 que no Brasil ndo é tdo empregado devido a existéncia de poucas
variedades resistentes. Eliminar plantas hospedeiras proximas a area de cultivo
também é fundamental, contudo se a bactéria se instalar no feijoeiro o seu controle
fica mais dificil. O controle quimico ainda é o método mais utilizado para o controle
dessa doenca, embora apresente baixa eficiéncia. Além disso, utilizacdo de
defensivos quimicos muitas vezes acarreta em uso indiscriminado e pode levar a
resisténcia dos fitopatdgenos a determinado principio ativo ou mecanismo de acao.

Diante do impacto negativo ao ambiente e a salude humana pelo uso
excessivo de produtos quimicos, além das dificuldades de controle com tais
produtos, varias alternativas vém sendo buscadas para protecdo de plantas. Como
possivel alternativa tem-se utilizado a prépolis, que € uma resina fabricada pelas
abelhas, com suas secrec¢des salivares e partes de plantas. A funcéo da prépolis nas
colmeias € proteger o ninho através da higienizacdo de favos e paredes internas,
vedar frestas, regular a temperatura da colbnia, dentre outras utilidades.

Na saude humana, a prépolis ja tem efeito comprovado como antioxidante,
antiinflamatéria, antitumormal, imunoestimulantes, além de outros beneficios
incluindo a atividade antimicrobiana direta (PINTO; PRADO; CARVALHO, 2011).

Para os pequenos produtores, a prépolis pode representar importante
alternativa pela facilidade de extracdo, utilizacédo, reducédo do impacto ambiental e
nos gastos com insumos externos, e também a possibilidade de geracdo de renda

extra pela venda deste ou de outros produtos derivados das abelhas.



Entretanto, sdo escassos os estudos sobre o potencial da propolis no controle
de doencas em plantas, apesar da acdo comprovada como antimicrobiana de
patdgenos humanos e também animais. No caso de bactérias fitopatogénicas, 0s
estudos sdo mais restritos, pois sdo microrganismos de dificil controle se
comparados a fungos, por exemplo. Sobre a ativacdo de mecanismos de defesa
existem menos estudos ainda.

Diante disso, acredita-se que a propolis possa representar uma importante
alternativa no controle de doencas bacterianas em plantas cultivadas, representando

alternativa ecoldgica e contribuicdo para sustentabilidade de agroecossistemas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Verificar o potencial de extratos etandlicos de propolis no controle do
crestamento bacteriano comum e na inducdo de resisténcia em feijoeiro, buscando
colaborar com o controle alternativo de doencas em plantas através de alternativas

ecologicas.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Verificar a atividade antimicrobiana direta do extrato etandlico de prépolis
obtido de diferentes regides paranaenses sobre Xanthomonas axonopodis pv.

phaseol;

b) Avaliar o efeito do extrato etandlico de proépolis autoclavado e néo

autoclavado na inducéo da fitoalexina faseolina em hipocotilos de feijoeiro;

C) Avaliar o efeito local e sistémico do extrato etandlico de prépolis no controle

da Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em plantas de feijoeiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ACULTURA DO FEIJOEIRO

Dentre os alimentos mais antigos da humanidade esta o feijdo. O gréo é
originario das Ameéricas e contém registros de domesticacdo de 10.000 a. C.. Foi
disseminado pelo mundo em funcdo das guerras, visto que era alimento fundamental
para os guerreiros, além de exploradores contribuirem para o uso e cultivo da planta
(MAPA, 2014).

O feijoeiro é uma planta herbacea, dicotiledénea da familia Fabaceae, que
pode apresentar habito de crescimento determinado ou indeterminado e ciclo de
vida variando de 60 a 120 dias. Seus graos fazem parte dos componentes basicos
da dieta alimentar da populacéo brasileira, sendo indispensavel fonte proteica para
os humanos, principalmente para paises em desenvolvimento de regides tropicais e
subtropicais (EMBRAPA, 2005).

Em relagdo ao cultivo, a safra do feijoeiro divide-se em trés. Primeiro ocorre a
safra das aguas, ou seja, periodo em que a semeadura e a colheita recebem chuvas
abundantes, sendo sua ocorréncia na regido Centro-Sul nos meses de agosto a
dezembro e no Nordeste, de outubro a fevereiro. A segunda safra € definida por
safra seca, pois é realizada no periodo com menor indice de chuvas no Brasil, ou
seja, de dezembro a marco. Por fim, a terceira é conhecida como safra irrigada, isto
€, referente a colheita do feijao irrigado, plantado de abril a junho na regido Centro-
Sul (MAPA, 2014).

Segundo dados da Embrapa (2005), no Brasil o feijdo é produzido por
pequenos agricultores, com poucos insumos externos, e utilizado principalmente
para autoconsumo da familia. Porém, esse fator vem mudando nos udltimos anos,
onde se verifica um aumento de interesse de produtores maiores, que fazem uso de
altas tecnologias, como irrigacdo, tratamentos e colheita mecanizada, além de
cultivos de grande escala.

Por esse motivo, o Brasil esta entre os maiores produtores de feijdo na
atualidade. Estatisticas da Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO) (2012) apontaram o Brasil como terceiro maior produtor de feijao
(contabilizando trés safras) do mundo, atingindo produtividade de 2.794,854

toneladas de gréos, perdendo apenas para o Myanmar (3.900,000 toneladas) e a
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india (3.630,000 toneladas), ambos paises asiaticos. Em relacdo aos valores obtidos
com a producdao, o Brasil passa para segunda colocac¢ao, onde arrecadou 1.603.930
milndes de dolares internacional. Previsfes feitas pela Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB) estimaram que na safra passada (juncédo das trés safras
2013/2014) o Brasil produziu 3.511,100 toneladas em uma area de 3.359,2 hectares.

Em nivel de estado, a CONAB (2013) relata valores de producao, area e
rendimento do feijoeiro em uma série histérica a partir de 1970. Comparando
resultados mais antigos e atuais, em 1970 o Paran& obteve producdo de 729,695
toneladas de grdos em 790,139 hectares, com rendimento de 924 kg/ha. J& em
2012, a area plantada reduziu para 471,109 hectares, produzindo 701,952 toneladas
de gréaos, com rendimento de 1.490 kg/ha, representando o aumento da tecnologia

empregada no cultivo da planta.

2.2 CRESTAMENTO BACTERIANO COMUM DO FEIJOEIRO

Os fatores bidticos e abidticos sdo muito influentes no feijoeiro, pois a cultura
€ muito vulneravel a acdo destes agentes que ocasionam oscilacbes na
produtividade (BIANCHINI et al., 2005). Nos biéticos, encontram-se as doencas, que
estdo entre as principais causas de reducdo na producao das lavouras.

Dos agentes causais das doencas, as bactérias vém apresentando
importancia dentro das espécies de expressdo econdmica no Brasil, devido a
gravidade nas culturas, facilidade de disseminacao, além de dificuldades no controle
(SILVA; PASCHOLATI; BEBENDO, 2007).

O crestamento bacteriano comum, causado pela Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli (Smith) representa uma das doengas de maior importancia na cultura no
feijoeiro, muitas vezes provocando significativas redu¢cdes na colheita (DIAZ, 2000).
Sua ocorréncia foi registrada no Brasil a partir de 1938. Atualmente esta
disseminada na maioria dos paises, gerando prejuizos de até 45%. Sua incidéncia
ocorre principalmente nas regifées Umidas e quentes, sendo problema nos estados
brasileiros do Sul, Sudeste e Centro-Oeste, principalmente na safra das aguas
(KIMATI et al., 2005).

A Embrapa (2005) aponta que o crestamento bacteriano comum ataca toda a
parte aérea da planta, porém seus sintomas s&o mais visualizados nas folhas, sendo

verificada a ocorréncia de lesbes secas e quebradicas, rodeadas por um halo
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amarelo. A mais importante forma de propagacdo da doenca é através das
sementes, além de restos culturais servirem como fonte do indculo.
Secundariamente, a chuva, ventos, irrigacdo e insetos podem ser vetores de
disseminacéao da bactéria. Ainda segundo dados da Embrapa (2005), constatou-se
gue o controle da enfermidade pode ser realizado a partir de praticas culturais (como
sementes sadias), produtos quimicos ou resisténcia genética.

O controle quimico muitas vezes é taxado como mais preciso, e em diversos
casos considerado a Unica medida eficiente e viavel economicamente para que se
obtenha alta produtividade e qualidade da producdo (KIMATI et al., 2005).
Entretanto, o controle quimico do crestamento bacteriano comum do feijoeiro ndo
vem apresentando boa eficacia, em virtude da baixa eficiéncia dos mesmos. Além
disso, a utilizacdo abusiva de agroquimicos pode selecionar isolados resistentes de
fitopatdogenos ao principio ativo usado, bem como resulta em contaminacdo do meio
ambiente e dos alimentos (GHINI; KIMATI, 2000).

Conforme Kimati et al. (2005), o emprego de sementes sadias é fundamental
para o controle da doenca. Contudo, a maioria das variedades cultivadas no Brasil
sao susceptiveis a bacteriose. Além disso, pequenas produgdes, principalmente de
subsisténcia, como ocorre nas unidades familiares, possuem pouco emprego de
tecnologias, com uso de sementes proprias, facilitando a sobrevivéncia da bactéria
de um cultivo para outro.

Bianchini et al. (2005) relatam que a X. axonopodis pv. phaseoli sobrevive de
2 a 15 anos em sementes, no estado hipobidtico, interna ou externamente,
permanecendo patogénica. Ja no solo, estudos no Parana concluiram que em restos
culturais da superficie, a bactéria sobreviveu periodos variando entre 45 a mais de
180 dias. No caso de folhas enterradas (15 cm), o patdogeno sobreviveu de 30 a 90
dias.

Outra forma de sobrevivéncia da bactéria é através de plantas espontaneas
hospedeiras, tais como: Acalypha aloperoides, Ambrosia artemisifolia, Amaranthus
spp., Chenopodium album, Cyperus rotandus, Physalis sp., Portulaca oleraceae,
Sida rhombifolia e Vicia sativa (BIANCHINI et al., 2005).

2.3 CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS EM PLANTAS



13

O controle alternativo de doencas vem sendo pesquisado e utilizado no
combate de diversos fitopatogénicos, o que contribui essencialmente com a
agricultura familiar. Dentre seus métodos estdo incluidos o controle biolégico, a
inducéo de resisténcia e o uso de produtos naturais com atividade antimicrobiana
e/ou indutora de resisténcia (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2003).

Véarios produtos naturais tem se mostrado eficientes no controle de
determinada doenca de planta por sua atividade antimicrobiana direta sobre o
agente causal, como o controle do oidio da soja (Erysiphe diffusa) com 6leo de Nim
e extratos do cogumelo Lentinula edodes (ARRUDA et al.,, 2012). No entanto, o
efeito pode se dar também, ou unicamente, sobre a planta, ativando mecanismos de

defesa através da inducdo de resisténcia (BRAND et al., 2010).

2.3.1 Indugéo de resisténcia

Pascholati (2011) explica que a resisténcia de uma planta ao patégeno €
definida pela capacidade do hospedeiro em atrasar ou evitar a entrada e/ou a
atividade de um parasita em seus tecidos. Entéo, a inducéo de resisténcia na planta
representa a producao de barreiras fisicas e/ou quimicas incitadas pela aplicacéo de
agentes indutores (SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2007), que podem ser
microrganismos saprofiticos, fitopatdgenos, metabdlitos microbianos, extratos de
plantas, produtos quimicos como Acibenzolar-S-metil (ASM), etc. (CAVALCANTI et
al., 2005).

Segundo Johal et al. (1995), a inducdo e expressao de resisténcia comeca
com a planta reconhecendo alguma caracteristica quimica ou estrutural do
patogeno, agente de estresse ou dano associado a invasor. A partir desse
reconhecimento, ocorre a producao ou liberacdo de um composto sinalizador, sendo
este o responsavel pela resposta de defesa do vegetal.

Portanto, a planta possui mecanismos de defesa para reconhecimento e
protecdo contra fitopatdgenos. Esses mecanismos ou fatores de resisténcia sao
divididos em duas categorias: mecanismos de defesa pré e pos-formados. Ainda ha
uma subdivisdo de cada mecanismo que podem ser estruturais, que atuam como
barreiras fisicas, ou bioquimicos, que compreendem a producdo de substancias
toxicas ao patdgeno ou entdo criando condi¢cbes adversas para 0 crescimento do

mesmo na planta, ocorrendo na célula do hospedeiro (MAZARO, 2007).
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Os mecanismos de defesa pré-formados séo os que estdo na planta antes da
mesma entrar em contato com o patégeno, sendo exemplos destes as estruturas:
cuticula, tricomas, fibras vasculares e adaptacbes nos estdomatos. Além disso,
substancias quimicas como fendis, alcaloides, lactonas insaturadas, glicosidios
fendlicos e cianogénicos, fotoxinas, inibidores protéicos e quitinases e (-1,3
glucanases, pertencem a classe dos pré-formados (STANGARLIN et al.,, 2011).

Ja os poés-formados sdo compostos produzidos ou ativados pela presenca do
patégeno, estando em baixo nivel ou ausentes antes da infecgdo do mesmo. Alguns
exemplos sdo a formacdo de papilas, halos, lignificacdo, camada de cortica,
formacao de tilose, deposicdo de goma, assim como compostos bioquimicos, tais
como fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese e espécies reativas de
oxigénio (PASCHOLATI, 2011).

A inducédo de fitoalexinas esta cotada entre os fatores de resisténcia mais
eficientes, pois ocasiona morte repentina de certo numero de células da planta ao
redor dos sitios de infeccdo (HAMMOND-KOSACK; JONES, 1996).

No caso do feijoeiro, a principal fitoalexina formada denomina-se faseolina.
Alguns produtos naturais ja mostraram potencial em induzir a sintese de faseolina
em feijoeiro. Toillier (2008) verificou a atividade antibacteriana e indutora de
resisténcia de extratos de Pycnoporus sanguineus (cogumelo orelha-de-pau). A
conclusao foi que extratos do basidiocarpo do cogumelo controlam a X. axonopodis
pv. phaseoli, tanto por atividade antibacteriana direta, quanto por inducédo das
enzimas de defesa peroxidase e polifenoloxidase, que atuam na formacédo de
fitoalexinas.

Ja Vigo-Schultz (2008) constatou que a tintura etandlica de Lippia alba (erva
cidreira), piraclostrobina e acibenzolar-S-metil apresentaram os maiores valores nos
teores das enzimas polifenoloxidase,e peroxidase, 0 que provavelmente estejam
relacionados com a inducao de resisténcia de plantas de feijoeiro a X. axonopodis
pv. phaseoli.

Brand et al. (2010) avaliaram o efeito de extratos aquosos autoclavados e nao
autoclavados de alho e alecrim sobre o fungo  Colletotrichum
lindemuthianum,causador da antracnose em feijoeiro, através da producdo de
faseolina e da severidade em plantas. Conclui-se que o extrato de alho né&o
autoclavado é mais eficiente na reducédo do crescimento do fungo, enquanto os de

alecrim sdo mais efetivos na inducéo de faseolina.
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Assi (2005) trabalhou com o controle in vivo da antracnose em feijoeiro pelo
extrato aquoso de basidiocarpo de Pycnoporus sanguineus concluindo que houve
reducdo da severidade em 70% na folha tratada com extrato a 20%, sendo que o
fungicida reduziu 73%. E possivel que o controle tenha ocorrido por atividade
antifingica direta, ou por inducdo de resisténcia, visto que no momento da
inoculacéo a atividade da peroxidase apresentava alta pela avaliacao.

As rotas de formacédo e regulacdo da biossintese de fitoalexinas, bem como
as funcbes de cada via e suas interagdes ainda sao desconhecidas e
incompreendidas, necessitando de novos estudos para determinacdo dos
mecanismos de regulacdo para desenvolver estratégias de manipulacdo e melhoria
da resisténcia de plantas contra fitopatogenos (AHUJA; KISSEN; BONES, 2012). Os
mesmos autores ainda citam que o conhecimento do modo de acao das fitoalexinas
e 0s mecanismos utilizados pelos fitopatégenos para desvio desta linha de defesa
devem revelar novas possibilidades de controle da producdo de fitoalexinas em

tecidos e fases especificas do desenvolvimento da planta.

2.3.2 Controle alternativo do crestamento bacteriano comum

Encontra-se na literatura algumas pesquisas envolvendo o controle alternativo
da X. axonopodis em determinadas culturas, seja por acdo direta contra o patégeno
ou por inducdo de mecanismos de defesa na planta.

Kuhn et al. (2006) avaliaram o controle in vitro da X. axonopodis pv.
manihotis, causadora da bacteriose ou murcha na cultura da mandioca, através do
uso de extrato aquoso da Curcuma longa (curcuma). Contudo, a conclusdo do
trabalho foi que os extratos n&do apresentaram efeito curativo nas manivas avaliadas.

Souza et al. (2012) trabalharam com a mancha bacteriana (X. axonopodis pv.
vignicola) em videira, onde buscaram verificar a sensibilidade in vitro da bactéria ao
6leo essencial de Lippia microphylla (cha-de-tabuleiro). Os autores concluiram que
concentragcbes acima de 0,2% inibem quase totalmente o desenvolvimento de
colonias bacterianas.

Em outro estudo, Dal'Maso et al. (2012) testaram a atividade antibacteriana in
vitro sobre a X. axonopodis pv. phaseoli, utilizando extratos hidroalcodlicos de
curcuma, alecrim e orelha-de-pau . Os derivados das trés espécies vegetais, desde

gue ndo autoclavadas, mostraram potencial no controle da bactéria.
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Também procurando controlar a X. axonopodis pv. phaseoli, Vigo-Schultz
(2008) verificou que as tinturas de Lippia alba (erva cidreira), Lippia sidoides (alecrim
pimenta) e os 6leos essenciais de Rosmarinus officinalis (alecrim) e Cinnamomum
zeylanicum (canela) apresentaram atividade in vitro sobre os isolados da
fitopatogénica.

Outros autores trabalharam com a cultura da soja, que pertence a mesma
familia do feijoeiro. Por exemplo, Mazaro et al. (2008) testaram extratos de Eugenia
uniflora (pitangueira) na inducédo de fitoalexinas da soja, chegando a concluséao de
gue os preparados de pitangueira tem potencial para a inducdo de fitoalexinas
gliceolinas em cotilédones. Ja Arruda et al. (2012) trabalharam com extratos
aquosos dos cogumelos Agaricus blazei, Lentinula edodes e Pycnoporus
sanguineus, confirmando que as maiores concentracdes dos extratos provocaram
maior acumulo de fitoalexinas nos cotilédones de soja.

No experimento de Matiello e Bonaldo (2013) verificou-se que extratos brutos
das plantas medicinais Arruda (Ruta graveolens), Manjerona (Origanum majorana) e
Carqueja (Baccharis trimera), séo eficientes na inducdo de fitoalexinas em
cotilédones de soja, mas para mesocotilos de sorgo apenas altas concentragdes (15

a 50%) dos extratos de carqueja e manjerona induzem o acumulo de fitolexinas.

2.4 APROPOLIS

Buscando um indutor de resisténcia com capacidade antibacteriana, a
prépolis esta sendo estudada neste trabalho. O produto é uma mistura complexa de
substancias resinosas, gomas e balsamicas, de consisténcia, textura e coloragao
variada (PINTO; PRADO; CARVALHO, 2011). As abelhas, principalmente a espécie
Apis mellifera, elaboram a propolis a partir da coleta de produtos existentes em
partes da planta, como botdes florais, brotos e exsudatos resinosos. A composi¢cao
mais comum da propolis é de 50% de resina e balsamo vegetal, 30% de cera, 10%
de Oleos essenciais e aromaticos, 5% de polen e 5% de outras substancias variadas,
incluindo residuos organicos, porém pode haver diferencas entre propolis, visto que
€ composta por mistura de substancias naturais (ADELMANN, 2005).

A importancia da prépolis para as abelhas se da na sua funcédo de vedar
frestas e diminuir o tamanho da entrada da colmeia, o que reduz o ataque de

pragas, além de protegé-las contra o frio. Também é um material antisséptico e
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usado para cobrir os inimigos abatidos na parte interna da colmeia, e evitar que o
mesmo apodreca e contamine o ninho (PINTO; PRADO; CARVALHO, 2011). As
caracteristicas da regido ao redor da colmeia onde a substancia € coletada fazem
com que haja variagdes na composicdo da mesma, 0 que pode acarretar em
diferencas nas atividades farmacolégicas de uma propolis para outra (MENEZES,
2005).

Dentre as propriedades biolégicas que a propolis possui, estdo inclusos os
efeitos anti-inflamatério, antioxidante, antimutagénica, antiproliferativa, citotoxico,
hepatoprotetor, antitumoral e, principalmente, atividade antimicrobiana (PINTO;
PRADO; CARVALHO, 2011).

Segundo Liberato et al. (2010), os responsaveis pela atividade antimicrobiana
da propolis sdo é&cidos arométicos, flavonoides e ésteres presentes em sua
composi¢ao quimica natural.

Os principais estudos relacionados com a resina estdo envolvidos na saude
humana e animal. Figueiredo et al. (1999) determinaram a quantidade maxima em
gue um enxaguante bucal a base de prépolis, extratos vegetais e mel inibia 15
diferentes microrganismos. Os autores comprovaram a atividade antimicrobiana “in
vitro” do enxaguatorio.

Regalado (2009) avaliou a capacidade da prépolis isolada ou associada ao
fluoreto de sddio (NaF), no controle da carie dentaria e da gengivite em pacientes
com aparelhos ortodénticos fixos metalicos. O resultado foi que a propolis quando
associada ao NaF 0,05% é capaz de reduzir o acumulo de biofilme e o risco a céarie
dentéaria.

A bactéria Streptococcus mutans, causadora da carie, também foi estudada
por Nogueira et al. (2007) que comprovaram a acao preventiva e o controle do
patbgeno com o uso da propolis. Porém, o mesmo experimento realizado com
Lactobacilos casei mostrou que a prépolis ndo apresenta atividade para a bactéria.

Fernandes Juanior et al. (2006) investigaram o efeito antimicrobiano de
extratos alcodlicos de proépolis de trés regides sobre linhagens isoladas de infeccdes
clinicas humanas (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus sp,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans). A concluséo foi que houve diferenca
entre as propolis das regides e que bactérias Gram-positivas e levedura sdo mais
sensiveis ao extrato se comparadas as Gram-negativas, grupo do qual pertence a

Xanthomomas.
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Sforcin et al. (2000) verificaram que para a bactéria S. aureus (gram-positiva)
uma baixa concentracdo de propolis (0,4%) ja inibiu seu desenvolvimento, enquanto
a bactéria E. coli (gram-negativa) foi inibida com concentracdo muito maior de
prépolis (4,5 a 8%).

Bispo Junior et al. (2012) avaliaram o extrato etanodlico de propolis sobre
linhagens de Shigella flexneri, Proteus vulgaris, Staphylococcus, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans, confirmando a capacidade dos extratos que
controlaram 100% das cepas gram-positivas, 100% das fangicas, porém apenas
62,5% das gram-negativas, apresentando eficiéncia de 76,9% em todas as espécies
testadas.

Buscando controlar a bactéria Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa e o fungo Candida albicans, Oliveira et al. (2010) testaram extratos
aquosos de propolis. O resultado foi positivo para o primeiro patégeno, porém 0s
demais néo foram influenciados pela atividade antimicrobiana da resina.

Na area animal, Loguercio et al. (2006), em estudo contra agentes causais da
mastite bovina, avaliaram a atividade in vitro do extrato alcodlico de prépolis do Rio
Grande do Sul. Foram testadas 63 linhagens bacterianas (36 de Staphylococcus
coagulase-positivas e 27 de Streptococcus), sendo que 90,5% das amostras
apresentaram-se sensiveis ao extrato.

Também testando o efeito antibacteriano do EEP sobre Staphylococcus spp,
principal agente causal da mastite bovina, Amarante (2011) confirmou alta atividade
daresina, quando comparada a antimicrobianos convencionais.

Barbosa et al. (2014) também estudaram o efeito do EEP sobre a bactéria
Staphylococcus aureus, atraves da determinac&o do diametro médio da coldnia de
bactérias, em placa de Petri. Os resultados apontaram que conforme o aumento da
concentrac&o do extrato, menor o crescimento da colonia de S. aureus.

Andrade et al. (2012) também utlizaram o EEP em seus estudos que
constatarem o controle do mesmo sobre a bactéria Aeromonas hydrophila, que é
organismo patogénico para diversas espécies de peixes.

Pesquisando a atividade antibacteriana de extratos aguosos de propolis da
Turquia, Yildirim et al. (2004) concluiram que o extrato tem efeito inibitorio limitado
sobre a bactéria Mycobacterium tuberculosis, causadora da infeccdo tuberculésica

em suinos.
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No caso da protecdo de plantas, poucos estudos foram realizados com a
prépolis. InformacBes sobre o efeito da resina sobre a ativacdo de mecanismos de
defesa das plantas sdo mais restritas ainda.

Dentre as pesquisas ja realizadas encontra-se o estudo de Meneses, Durango
e Garcia (2009) que mostraram o0 potencial da propolis como antifingica sobre
causadores de podriddes em péds-colheita de frutos, tais como o Colletotrichum
gloeosporioide e o Botryodiplodia theobromae.

O fungo Cercospora coffeicola, causador da cercosporiose em cafeeiros, ja foi
analisado por Pereira, Souza e Godoy (2013), os quais apontam que as
concentragdes 1,0, 1,5 e 2,0% de EEP tiveram a menor incidéncia da doenga, com
comportamento quadratico. Além disso, os autores verificaram aumento da area
foliar e nimero de folhas por parcela, conforme aumentou a concentracdo dos
extratos.

Avaliando a influéncia de produtos alternativos sobre a os fungos causadores
da Cercosporiose (Cercospora coffeicola) e da ferrugem (Hemileia vastatrix) do
cafeeiro em sistema organico de producédo, Androcioli et al. (2012) concluiram que
assim como o controle quimico, o uso de produtos alternativos, incluindo extratos de
prépolis, mantiveram a area abaixo da curva da progressao da incidéncia dos fungos
inferior ao obtido em cafeeiros sem controle.

Castro (2010) também estudou o efeito do EEP sobre os agentes causais da
cercosporiose e da ferrugem em cafeeiro, comprovando que as concentracfes de
0,1 e 0,2% de EEP néo influenciaram a cercosporiose, porém a 0,1% de EEP o
controle da ferrugem foi tdo eficiente quanto o produto quimico Amistar
(estrobilurina).

Marini et al. (2012) constatou que extratos alcodlicos de prépolis inibiram a
germinacao de esporos, que tendem a reduzir o tamanho dos tubos germinativos e
inibir o crescimento micelial dos fungos Phakopsora euvitis, Pseudocercospora vitis
e Elsione ampelina, agentes causais das doencas ferrugem, mancha da folha e
antracnose, respectivamente, presentes na cultura da videira.

Baldin et al. (2013) estudaram o efeito do extrato etandlico de prépolis na
ativacao de fitoalexinas em sorgo e sobre a atividade antifungica do extratos sobre
Botrytis cinerea e Phaeoisariopsis griseola, causadores do mofo cinzento em
morangueiro e mancha angular do feijoeiro, respectivamente. Sobre a ativacédo do

mecanismo de defesa, o ponto maximo de atividade foi obtido na concentracdo de
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2,9%, enquanto que com o aumento das concentracOes testadas se observou a
inibicdo do desenvolvimento dos tubos germinativos dos fungos.

Em estudo para avaliar produtos para o controle da doenca fungica requeima
(Phytophthora infestans) em batatas produzidas em sistema de base ecoldgica,
Medeiros et al. (2008) tiveram como melhores resultados na diminuicdo da
severidade da doenca o fungicida Metalaxyl e os tratamentos com calda Bordalesa +
alhol e extrato de propolis 0,3%, sem diferenca significativa entre eles. A prépolis foi
testada nas concentracbes de 0,3% e 3%, mostrando que o0 aumento da
concentragcdo ndo causou efeito superior na reducao da severidade do P. infestans.

Moraes et al. (2011) realizaram estudo com produtos alternativos para o
controle do oidio em tomateiro, causado pelo fungo Oidium spp.. Os autores
confirmaram que todos os produtos foram eficientes no controle do fitopatégeno,
porém os que se mostraram mais eficientes na reducdo da severidade da doenga
foram: silicato de potassio, calda Vigosa, o fungicida sistémico Tebuconazole e o
extrato alcodlico de prépolis.

Barbosa e Vieira (2012) estudaram o potencial da propolis no controle do
fungo Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo branco em mais de 400 espécies
de plantas, muitas delas hortalicas de valor comercial. Nesse experimento, a
prépolis na concentracdo de 32ml/L apresentou maior capacidade inibitéria do fungo
em relacdo aos demais tratamentos, se aproximando dos valores obtidos com o
fungicida Comet (piraclostrobina).

Na cultura do feijoeiro, Pereira, Maia e Paula (2014) testaram a aplicac&o de
EEP sobre a severidade da doenga antracnose, o crescimento e a produtividade de
variedade carioca. Os autores verificaram que na concentracdo de 4% de EEP
diminuiu a severidade do fungo causador da doenca em até 63%, além de ter
aumentado teores foliares de varios nutrientes e a produtividade em até 33%.

Prado et al. (2012) testaram diferentes concentragdes de extrato etandlico de
prépolis no controle da mela do feijoeiro nos estadios iniciais da cultura. Nesse caso
o resultado nao foi positivo, pois a incidéncia da doenca nas diferentes diluicées do
extrato nao diferiu significativamente da testemunha, levando os autores a conclusao
de que o uso de EEP n&o combate a mela do feijoeiro.

Com relacdo as doencas bacterianas, também existem poucos estudos, visto
gue esses fitopatbgenos possuem controle mais dificil se comparado a outros

microrganismos. Bianchini e Bebendo (1998) avaliaram o efeito do extrato aquoso
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de proépolis sobre Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis e X. axonopodis pv. phaseoli, concluindo que o meio de cultura com
10% do extrato inibiu totalmente o desenvolvimento das bactérias, ao mesmo tempo
gue inibiu parcialmente a Erwinia chrysanthemi e ndo apresentou efeito sobre
Pseudomonas syrringae pv. tabaci.

Bregagnoli (2006) utilizou em seu estudo antimicrobianos naturais para
reducdo da contaminacdo na fermentacdo etandlica na producdo de cachaca
organica. Entre os tratamentos que apresentaram melhor resultados estdo a solugéo
de ampicilina e extrato de propolis, os quais proporcionaram maiores indices de
viabilidade celular, menos concentracdo de bactérias, além da baixa producdo de
glicerol, concluindo que o extrato de propolis tem potencial no controle de bactérias
contaminantes.

Vargas et al. (2004) afirmam que a maioria dos resultados encontrados da
atividade antibacteriana da propolis sdo mais eficientes contra bactérias gram-
positivas. O autor também cita que a estrutura da parede celular das gram-negativas
€ menos rigida, porém mais complexa quimicamente, tendo uma membrana externa
de lipopolissacarideos e proteinas na sua constituicdo determinando a
antigenicidade, toxidade e patogenicidade, além de terem maior teor lipidico, que
confere mais resisténcia desses organismos aos extratos de prépolis, pois dificulta a
lise celular.

Fischer et al. (2008) apontam que a propolis é tanto imunoestimulante como
combatente direta de microrganismos, apesar de muitos estudos se mostrarem
antagobnicos possivelmente em fungao das diferencas metodoldgicas ou diversidade
guimica entre as amostras de prépolis, havendo necessidade de ampliar os estudos
relacionados as propriedades da resina.

De acordo com Silva (2004) a diversidade nos resultados dos experimentos
envolvendo extratos de propolis ocorre devido a complexa composi¢ao quimica da
propolis, que tem influéncia do local de origem, florac&o apicola, época do ano em
gue ocorre a coleta da propolis, além da espécie da abelha.

Amarante (2011) afirma que por ser um produto natural, a propolis € muito
importante para a saude publica, visto que ndo deixa residuos prejudiciais nos
alimentos e causa pouca contaminagdo do meio ambiente. Dessa forma, extratos de
prépolis podem contribuir com o controle alternativo de doencas, podendo ser

utilizados na agricultura organica e agroecolégica. Além disso, o0 autor cita que a



22

resina € de fécil acesso, pois qualquer produtor que se interesse pode criar abelhas
e retirar produtos, como a prépolis, sendo uma nova fonte de renda, ou mesmo de
economia com fungicidas externos a propriedade, o que contribui principalmente

com os agricultores familiares.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido em laboratérios da Universidade Federal da
Fronteira Sul, Campus Laranjeiras do Sul e em casa de vegetacdo em propriedade

particular no municipio de Porto Barreiro/PR.

3.1 OBTENCAO DO EXTRATO DE PROPOLIS

A prépolis utilizada foi coletada de apiarios da regido de Laranjeiras do Sul,
Maringa e Marechal Candido Rondon, sendo avaliadas na forma de extrato
etandlico. A extracdo da resina foi executada conforme metodologia proposta por
Pereira et al. (2008). Para tanto, primeiramente foi realizada a retirada de impurezas
e em seguida preparada a tintura com alcool etilico 70%, na propor¢do 16:84 de

préopolis bruta (Figura 1) e alcool (peso/peso), nessa ordem.

Figura 1. Prépolis Bruta utilizada nos experimentos.

Depois de misturados os componentes em liquidificador, o extrato foi mantido
em repouso por 30 dias, para entéo ser filtrado em papel gquantitativo. Esse extrato
deu origem aos preparados nas concentracbes de 0,1, 0,5, 1, 2,5 e 5%, que
posteriormente foram utilizados nos bioensaios. Foram aplicados extratos

submetidos ou nédo a autoclavagem por 20 minutos a 120 °C a 1 atm.
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3.2 ISOLAMENTO, MANUTENCAO E PREPARO DO INOCULO DO
FITOPATOGENO

A partir de folhas sintomaticas de feijoeiros coletadas na regido de Laranejiras
do Sul, foi isolada a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Figura 2). Esta
foi cultivada em placas de Petri (Figura 3), contendo meio de cultura agar nutriente
(5 g peptona; 3 g extrato de carne; 15 g agar bacteriolégico e 1000 mL de agua
destilada) e mantidas a 28°C em escuro por 48 horas, momento em que foram
usadas para o preparo do indculo. Para tanto, foi preparada suspensédo bacteriana
em solucéo salina (NaCl 0,85%) com concentraco ajustada para 1 x 108 UFC mL™,
com base em curva de absorbancia a 580 nm (KUNH, 2006). A manutencdo da
bactéria por periodos prolongados foi realizada através de inoculacdo e re-

isolamento em plantas de feijoeiro.

Figura 2. Folha sintomética de feijoeiro utilizada no isolamento da bactéria.

Figura 3. Placa de Petri contendo o inéculo da bactéria.
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3.3 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Foram realizados ensaios de atividade direta dos extratos das trés regides
sobre a X. axonopodis pv. phaseoli, servindo como parametro de interpretacdo da
atividade da proépolis no controle da doenca. Para o experimento, tubos de ensaio
estéreis (capacidade 10 mL) foram autoclavados a 120 °C por 20 min. Em seguida,
cada tubo de ensaio recebeu concentracfes iguais para meio de cultura caldo
nutriente e as concentracdes 0,1, 0,5, 1, 2,5 e 5% dos extratos de propolis nao
autoclavados, mais 100 uL de suspensdo bacteriana com 1x10® UFC mL™. ,
totalizando o volume final de 5 mL por tubo.

Os tubos foram mantidos por 48 horas a 27 °C em escuro e apés determinada
a absorbéancia a 580 nm. As testemunhas foram caldo nutriente e caldo nutriente

com 3% de alcool.
3.4 ENSAIO DE INDUQAO DE FITOALEXINAS

A metodologia de Dixon et al. (1983), com certas modificacdes, foi utilizada
para determinacédo da fitoalexina faseolina. Sementes de feijdo variedade IPR-Colibri
foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sédio 1% por 5 minutos. Apos,
foram lavadas em agua destilada estéril, semeadas em areia esterilizada por
autoclavagem (120 °C por 20 min. a 1 atm) e mantidas em camara climatizada a 24°C
em escuro durante sete dias.

A seguir, foram cortados 5 cm dos segmentos de hipocétilos estiolados das
plantulas, lavados em agua estéril e mantidos sobre papel absorvente por 30
minutos. Quatro segmentos de hipocétilo (aproximadamente 1g) foram transferidos
para placas de Petri contendo papel filtro umedecido com agua destilada estéril,

sendo os tratamentos pulverizados sobre os hipocotilos (Figura 4).
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Figura 4. Placas de Petri contendo os hipocétilos tratados.

As placas de Petri foram mantidas a 25°C em escuro por 48 horas. Depois
desse periodo, os hipocaétilos foram transferidos para tubos de ensaio com 10 mL de
alcool 70%, mantidos a 4°C por 48 horas para a extracdo da fitoalexina formada,
sendo entdo agitados por uma hora. O teor de faseolina formada foi determinado em
espectrofotometro a 280 nm, apés esse periodo. (BAILEY; BURDEN, 1983) Este
ensaio teve como testemunhas agua destilada e o ativador de plantas quimico

Acibenzolar-S-metil (ASM) na concentragdo de 50 mg L™ i. a..

3.5 ENSAIO EM PLANTAS DE FEIJOEIRO

Ensaios em plantas de feijoeiro foram realizados para avaliar o efeito protetor
dos extratos etandlicos de prépolis. Plantas da cultivar IPR-Colibri foram cultivadas
em vasos (capacidade 3,8L) com mistura de solo, composto organico e areia, no
volume de 2:2:1, respectivamente. Em cada vaso foram semeadas trés sementes,
sendo realizado desbaste 30 dias apds a semeadura. As plantas foram mantidas em
casa de vegetacao e irrigadas diariamente.

Aos 60 dias ap0s a semeadura, os tratamentos foram aplicados via asperséo
no primeiro trifolio de cada planta. Devido aos resultados obtidos nos ensaios in
vitro, apenas o0 extrato obtido na regido de Laranjeiras do Sul foi utilizado no
experimento em plantas, nas concentragdes 0,1, 0,5, 1, 2,5 e 5% de EEP. Trés dias
apo6s, foi realizada a inoculagéo com suspensdo bacteriana de 1 x 102 UFC mL™ no
primeiro (tratado) e no segundo trifélio (ndo tratado)
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A inoculacéao foi realizada por meio de aspersdao com o in6culo, sendo estas
mantidas em camara umida por 6 horas antes e 24 horas depois da inoculacdo, com
umidade relativa de 100%, conforme Romeiro (2001). Apds, as plantas
permaneceram em casa de vegetacdo, sendo irrigadas diariamente.

A severidade da doenca foi avaliada 10 dias ap6s a inoculacdo, pela
determinacdo da area lesionada, através do programa computacional QUANT
v.1.0.1 (UFV) (VALE et al., 2001).

O ensaio em plantas teve como testemunha negativa agua destilada+solucéo
alcodlica (3% de élcool etilico) e testemunha positiva o ativador de plantas

Acibenzolar-S-metil (ASM), na concentracéo de 50 mg L™ i. a..

3.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE DOS RESULTADOS

O delineamento utilizado para todos os ensaios foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeticbes. Os resultados obtidos foram submetidos a
testes de normalidade e homogeneidade. Além disso, as dados passaram por
analise de variancia e, depois, andlise de regressdo para as concentracbes de
extratos e teste de médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade para os dados
gualitativos. O programa computacional Assistat (SILVA, 2013) foi utilizado como

ferramenta auxiliar das anélises.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA SOBRE Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

A Figura 5 apresenta os resultados obtidos da atividade antibacteriana do
EEP sobre o crescimento in vitro da X. axonopodis pv. phaseoli. Observou-se que o
comportamento da fitopatogénica foi semelhante entre os extratos provenientes das
trés diferentes regides do Parana. Esses resultados foram préximos provavelmente
pela semelhanca de compostos ativos presentes nas propolis testadas, observando-
se expressiva atividade antibacteriana sobre X. axonopodis pv. phaseoli

independentemente da regido de coleta da prépolis.

Figura 5. Crescimento da bactéria X. axonopodis pv. phaseoli sobre diferentes
concentracfes dos extratos etandlicos de propolis ndo autoclavados.Testemunhas:
meio caldo nutriente (CN) e caldo nutriente+3% alcool.
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Abs 580 nm

CN Alc.3%
Testemunhas Concentracoes de EEP (%)

Analisando o gréfico verificou-se reducdo drastica de forma linear no
desenvolvimento da bactéria pelo aumento da concentracdo dos extratos testados.
Pela equacéao de regresséao, para cada 1% de aumento na concentracéo do extrato,

ha reducao da absorbancia de 0,0288 para Laranjeiras do Sul, 0,0294 para Maringa
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e 0,0213 para Marechal Candido Rondon, o que reflete na diminuicdo da
multiplicag&o in vitro da bactéria.

Para a regido de Laranjeiras do Sul, o melhor resultado foi obtido na maior
concentracdo, 5% de EEP, que reduziu 97% o crescimento da bactéria in vitro em
relacdo as testemunhas.

Pela comparacdo entre a testemunha meio caldo nutriente+alcool 3% e os
tratamentos com a proépolis, percebeu-se que o alcool teve leve influéncia sobre a
bactéria, visto que é uma substancia antimicrobiana. Porém a redugdo mais
acentuada do crescimento da X. axonopodis pv. phaseoli ocorreu devido a
substancias presentes na propolis bruta. E possivel que esse efeito da prépolis
venha contribuir no controle do crestamento bacteriano comum.

Embora sejam poucas as informacfes da acdo da propolis sobre bactérias
fitopatogénicas, o efeito sobre outras bactérias ja € bem conhecido e documentado.
Liberato et al. (2010), citados anteriormente, afirmam que a atividade antimicrobiana
da propolis ocorre pela presenca de acidos aromaticos, flavonoides e ésteres em
sua composi¢do quimica. Grange e Davey (1990) também apontam que a atividade
antibacteriana da propolis pode estar associada ao alto contetudo de flavonoides na
resina.

Diversos estudos ja relataram o efeito antimicrobiano de extratos etandlicos
de propolis sobre bactérias patogénicas de animais. Entre esses, Regalado (2009)
comprovou a atividade do EEP 2,5% associado ao Fluoreto de sédio (NaF 0,05%)
na reducdo do risco de cérie, causada pela bactéria Streptococcus mutans (Gram-
positiva).

Bispo Junior et al. (2012) avaliaram a atividade antimicrobiana de EEP
proveniente do estado de Alagoas sobre as bactérias Gram-positiva Staphylococcus
aureus, Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Shigella
flexneri, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae e o Fungo
Candida albicans, todos causadores de infeccoes humanas. Os resultados foram
gue os extratos apresentaram atividade antimicrobiana em 100% das cepas Gram-
positivas e 100% das fangicas, enquanto apenas 62,5% das Gram-negativas.

Barbosa et al. (2014) estudaram o efeito do EEP (30%) sobre a bactéria
Staphylococcus aureus, principal causadora da mastite bovina, com intuito de obter
controle alternativo ao convencional. Através da determinacdo do diametro médio da

colénia de bactérias em placas de Petri, os autores observaram que conforme
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aumentou a concentragcdo do extrato, menor foi o0 crescimento da colonia de S.
aureus.

Em seu estudo, Andrade et al. (2012) testou EEP 15% provenientes dos
estados de Minas Gerais, Ceara e Pernambuco, com repouso de 45 dias sobre a
bactéria Aeromonas hydrophila, (Gram-negativa) patogénica de peixes, concluindo
gue a bactéria foi sensivel aos extratos.

Em plantas, além de existirem poucos estudos envolvendo a prépolis no
controle de doencas, a maioria destes foram realizados com fungos. Barbosa e
Vieira (2012) verificaram o potencial da propolis no controle do fungo Sclerotinia
sclerotiorum, agente causal do mofo branco em mais de 400 espécies de plantas,
principalmente hortalicas de valor comercial. Os resultados foram que o EEP a 32
ml/L apresentou inibicdo do fitopatdgeno que pode ser comparada ao fungicida com
principio ativo Piraclostrobina.

No caso do feijoeiro, Pereira, Maia e Paula (2014) comprovaram ac¢éo do EEP
a 4% sobre o Colletotrichum lindemuthianum, causador da antracnose, enquanto
Prado et al. (2012) ndo obtiveram resultado positivo com EEP sobre a mela do
feijoeiro, causada pelo fungo Thanatephorus cucumeris.

Com bactérias, o estudo realizado foi de Bianchini e Bebendo (1998), que
avaliaram o efeito do extrato aquoso de propolis sobre Agrobacterium tumefaciens
(Gram-negativa) e Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis (Gram-positiva).
A concluséo foi que a 10% do extrato houve inibicédo total de tais organismos. Porém
houve apenas inibic&do parcial da Erwinia chrysanthemi (Gram-negativa) e ndo houve
efeito sobre a Pseudomonas syringae pv. tabaci (Gram-negativa). Nesse mesmo
estudo, os autores comprovaram que o extrato aquoso de propolis a 10% controla a
bactéria X. axonopodis pv. phaseoli.

Silva (2004) cita que ocorrem divergéncias nos resultados dos experimentos
com a propolis devido a sua composi¢cao quimica variar de acordo com a vegetacao

apicola, época de coleta da propolis e a espécie da abelha.
4.2 INDUCAO DE FASEOLINA EM FEIJOEIRO
Os resultados obtidos com as diferentes concentragcbes dos extratos

etandlicos de propolis mostraram significativo efeito linear, indicando aumento da

concentracdo da faseolina nos hipocétilos de feijoeiro conforme aumentou a
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porcentagem dos extratos ndo autoclavados (Figura 6). O comportamento dos dados
foi semelhante para a propolis das trés regibes paranaenses, mostrando que a

resina obtida de tais localidades tem potencial na indugcao de faseolina em feijoeiros.

Figura 6. Inducdo de faseolina em hipocétilos de feijoeiro pelas diferentes
concentracfes dos extratos etanolicos de prépolis ndo autoclavados. Testemunhas:
agua destilada e acibenzolar-S-metil (ASM).
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Observa-se que na concentragdo de 5%, os extratos de prépolis Laranjeiras
do Sul, Maringad e Marechal Candido Rondon induziram a sintese de faseolina em
relacdo a testemunha acibenzolar-S metil em 45,67, 38,9 e 48,7%, respectivamente.
Esse significativo efeito do extrato de prépolis indica o efeito também sobre a
fisiologia da planta, podendo ativar potenciais mecanismos de defesa.

Os EEPs autoclavados tiveram reducao drastica no acumulo de faseolina em
relacdo aos nao autoclavados. Nao houve diferenca significativa entre os
tratamentos (Figura 7). Os resultados demonstram que os compostos da propolis
responsaveis pela inducéo de fitoalexinas sé&o termolébeis, ou seja, decompdem-se

sob calor.



32

Figura 7. Inducdo de faseolina em hipocdétilos de feijoeiro pelas diferentes
concentracfes dos extratos etandlicos de préopolis autoclavados. Testemunhas: agua
destilada e acibenzolar-S-metil (ASM).
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Prado Filho et al. (1962 apud BIANCHINI; BEBENDO, 1998) afirmam que a
substancia ativa da prépolis responsavel pela atividade antimicrobiana é
termicamente estavel, mesmo sendo submetida a temperatura de 100 °C por 30
minutos. Dessa forma, € possivel que alguns compostos antimicrobianos sejam
termoestaveis, enquanto algum composto indutor de faseolina seja termolabil, como
foi observado no gréfico.

De acordo com Hammond-kosack e Jones (1996), a inducdo de resisténcia
por meio de fitoalexinas esta entre os mecanismos de defesa mais eficientes, devido
a ocorréncia de morte de células da planta proximas ao local de infecgéo.

Embora eficiente, os estudos envolvendo a inducéo de resisténcia em plantas
Sd0 escassos, € no caso da propolis sdo praticamente inexistentes. Baldin et al.
(2013) estudaram o efeito do EEP sobre a ativagéo in vitro de fitoalexinas em sorgo,
comprovando a indugéo da fitoalexina deoxiantocianidina em mesocotilos estiolados,
com ponto de maxima na concentracao de 2,9% de EEP.

Outros estudos relatam o potencial indutor de fitoalexinas por outros produtos
naturais, como derivados de plantas medicinais e cogumelos. Arruda et al. (2012)

verificaram o acumulo de fitoalexinas em hipocétilos de soja pela utilizacdo de
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extratos aquosos dos cogumelos Agaricus blazei, Lentinula edodes e Pycnoporus
sanguineus. Mazaro et al. (2008) encontraram resultado positivo na indugcdo de
fitoalexinas em soja através de extratos aquosos de pitangueira.

Matiello e Bonaldo (2013) relataram que extratos brutos das plantas
medicinais Arruda (Ruta graveolens), Manjerona (Origanum majorana) e Carqueja
(Baccharis trimera), sdo eficientes na inducéo de fitoalexinas em cotilédones de soja,
engquanto que altas concentracfes (15 a 50%) de extrato de carqueja e manjerona
induzem o acumulo de fitolexinas em mesocaétilos de sorgo.

No caso da bactéria estudada, X. axonopodis pv. phaseoli, Toillier (2008)
utilizou extratos do cogumelo orelha de pau (Pycnoporus sanguineus) no controle in
vitro da fitopatogénica em feijoeiros, concluindo que os extratos do basidiocarpo do
fungo controlam a bactéria com filtrado de cultura acima de 15% e para extrato nas
concentracdes de 1 a 20%

Estudos sobre a ativacdo de mecanismos de defesa, tanto com a propolis,
guanto com outros produtos ainda sdo escassos, mostrando a importancia de mais
trabalhos relacionados com o tema para compreender possiveis mecanismos

envolvidos.

4.3 AVALIACAO EM PLANTAS DE FEIJOEIRO

A Figura 8 apresenta os resultados obtidos da severidade do
crestamento bacteriano comum em plantas de feijoeiro. Para as folhas tratadas, a
testemunha agua destilada+alcool 3% apresentou a maior porcentagem de area
lesionada (19,5%), seguida do EEP 5% (8,7% de severidade), com menor valor
obtido com 1 e 2,5%, sendo 2,23 e 3,36% de éarea lesionada pela doenca,
respectivamente. No caso das folhas nédo tratadas, as duas testemunhas
apresentaram maior area lesionada, 28,15% com o tratamento agua destilada+3%
de agua e 17,99% com o acibenzolar-S-metil (ASM). A menor porcentagem de
severidade da doenca ficou com os EEP 0,5 (10,26%) e 1% (10,92%). O fato de ndo
ter sido encontrada significativa equacao de regressao sugere que o EEP apresenta

efeito protetor em plantas de feijoeiro mesmo nas menores concentragdes utilizadas.
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Figura 8. Porcentagem de area lesionada pela doenca sobre diferentes
concentragcfes do extrato etandlico da regido de Laranjeiras do Sul. Testemunhas:
agua destilada+3% de alcool e Acibenzolar-S-metil (ASM).
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Comparando a média dos trifélios tratados e néo tratados com 3% de alcool
constata-se reducdo da severidade da doengca com a presenca do alcool,
comprovando que o produto também contribuiu na diminuicdo da area lesionada
pela doencga.

De toda forma, além de contribuir com o controle da bactéria na planta, a
preparacdo da tintura em &lcool permite que a propolis seja conservada por mais
tempo, sem necessidade de aguecimento, que pode prejudicar 0os compostos
indutores de resisténcia presentes na resina. Além disso, o uso da prépolis em forma
de extrato permite um volume maior de produto, para aplicacdo em escala também
maior.

Em todos os casos houve menor porcentagem de area lesionada nos trifolios
tratados, comprovando que o efeito local € maior que o sistémico, embora tenha
ocorrido reducao proporcional em menor quantidade nos trifélios ndo tratados para
todos os tratamentos. Esses resultados indicam que a prépolis tem potencial para
reduzir a severidade da doengca mesmo em folhas néo tratadas.

Os resultados mostram que o EEP tem potencial no controle da X.

axonopodis pv. phaseoli, seja pela atividade antimicrobiana direta ou por ativagéo de
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mecanismos de defesa na planta. Os sintomas do crestamento bacteriano comum
em feijoeiro avaliados podem ser visualizados na Figura 9, que apresenta trifélios

com ledes necroticas da doencga dez dias apds a inoculagdo com a bactéria.

Figura 9. Sintomas do crestamento bacteriano comum em plantas de feijoeiro aos
dez dias apoés a inoculacdo da bactéria.

Toaillier et al. (2008) em seu estudo incluiram avaliaces in vivo da severidade
do crestamento bacteriano comum e da atividade de enzimas de defesa, com uso de
extrato aquoso de micélio, basidiocarpo e filtrado do cogumelo P. sanguineus a 5 e
10%. Os resultados indicaram potencial dos extratos para controle da X. axonopodis
pv. phaseoli, com reducéo de 56% da severidade, que pode ter ocorrido tanto por
atividade antimicrobiana direta, quanto por inducdo de resisténcia, principalmente
pela ativacdo das enzimas de defesa peroxidase e polifenoloxidase.

Vigo-Schultz et al. (2008) verificaram que os tratamentos com tintura etandlica
de erva cidreira e os produtos piraclostrobina e acibenzolar-S-metil reduziram a area
abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) de folhas de feijoeiro inoculadas
com X. axonopodis pv. phaseoli Os autores apontam que isto pode estar relacionado
com a inducdo de resisténcia, visto que esses foliolos também apresentaram os
maiores teores de polifenoloxidase e peroxidase

Em relacdo aos estudos in vivo com extratos de propolis, Pereira, Maia e
Paula (2014) avaliaram o EEP sobre a severidade da doenga fangica antracnose,
crescimento e a produtividade da cultivar de feijoeiro carioca IPR-139. Conclui-se

gue nao houve influéncia na altura, nimero de folhas e area foliar das plantas,
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enquanto a concentracdo de 4% reduziu a severidade da doenca em até 63%,
aumentos teores de nutrientes nas folhas e a produtividade em 33%.

Assi (2005) avaliando extrato aquoso de basidiocarpo de Pycnoporus
sanguineus sobre a antracnose em feijoeiro verificou reducdo na concentracdo de
20% proxima ao controle quimico, possivelmente pela presenca da alta atividade da
peroxidase no dia da inoculacéao do fungo.

Os extratos etandlicos de propolis reduziram a severidade do crestamento
bacteriano comum por atividade antibacteriana direta e/ou por ativacdo de
mecanismos de defesa vegetal, visto que os experimentos in vitro demonstraram
eficiéncia da prépolis tanto na atividade direta sobre a bactéria X. axonopodis pv.

phaseoli, quanto na indugdo defaseolina em feijoeiro.



37

5 CONCLUSAO

Os extratos etandlicos de propolis de diferentes regibes do Parana
apresentam efeito antimicrobiano direto sobre Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli e também induzem o acumulo de faseolina em hipocétilos de feijoeiro
guando n&o autoclavado.

O extrato etandlico de prépolis apresenta efeito protetor local e sistémico em
plantas de feijoeiro ao crestamento bacteriano comum, reduzindo a severidade da
doenca.

Embora os resultados tenham sido positivos, ainda ha necessidade de
estudos mais aprofundados sobre a acdo da prépolis nas plantas e os compostos
gue atuam de fato no controle direto ou indugéo de resisténcia.

A prépolis além de ser um produto natural que néo prejudica a salde humana
e 0 ambiente, é facil de ser produzida e explorada, principalmente por pequenos
agricultores que sdo os principais beneficiados com o controle alternativo de

doencas.
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