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RESUMO

O tomateiro representa uma das principais hortalicas cultivadas, mas sua
producao é limitada pela ocorréncia de problemas fitossanitarios pelas doencas que
afetam a producgédo. O objetivo deste trabalho foi contribuir no controle alternativo das
doencas de pinta preta e septoriose, Alternaria solani e Septoria lycopersici do
tomateiro com o uso de extrato etandlico de prépolis (EEP). Foram realizados
bioensaios de crescimento micelial e de germinacdo de esporos para avaliar a
atividade antifungica direta do extrato etanolico de prépolis sobre A. solani e S.
lycopersici. Constituiram tratamentos nos bioensaios o extrato etandlico de prépolis
nas concentragbes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0% e como testemunha com agua
destilada. Para o crescimento micelial os tratamentos foram incorporados em meio
BDA autoclavados e ndo autoclavado. As avaliagbes foram realizadas através das
medicdes diarias do diametro das colbnias apds cinco dias da instalacdo do
experimento. Também foi avaliada a germinacdo de esporos e tamanho médio de
tubo germinativo de A. solani e S. lycopersici. Sob condi¢cdo de casa de vegetacéo
foram conduzidos experimentos para avaliagdo da severidade das doencas e
analises bioquimicas. Para tanto os tratamentos foram pulverizados em plantas de
tomateiro com 45 dias apds semeadura e 72 horas ap0s foi realizou a inoculagéo
dos fungos. Em outro experimento, as plantas de tomateiro foram pulverizadas e nao
houve a inoculagdo com fungos foi realizada a coleta de amostras para analises de
enzimas relacionadas a defesa. Os experimentos foram conduzidos em
delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) com quatro repeticdes. O
EEP apresentou atividade antifungica inibindo o crescimento micelial e a germinacéo
dos esporos de ambos os fitopatbgenos com inibicdo de 100% na maior
concentracdo. Houve tendéncia no aumento da atividade das enzimas. Com
excegcao da polifenoloxidase em folhas de tomate tratadas com diferentes
concentracfes de EEP. De acordo com a equacdo quadratica o ponto de maxima
atividade da enzima foi de 2,0%. Entdo na concentracdo 3% houve diminuicdo da
atividade enzimatica.Esses resultados indicam o potencial do EEP na protecédo de
plantas de tomate a A. solani e S. lycopersici.

Palavras-chaves: Protecao de plantas, fitossanidade, Doencas no tomateiro.



ABSTRACT

The tomato represents one of the main cultivated vegetables, but its
production is limited by the occurrence of phytosanitary problems by the diseases
that affect the production. The objective of this work was to contribute to the
alternative control of diseases of black and septoriose, Alternaria solani and Septoria
lycopersici of the tomato with the use of propolis ethanolic extract (EEP). Mycelial
growth and spore germination bioassays were performed to evaluate the direct
antifungal activity of the propolis ethanolic extract on A. solani and S. lycopersici. The
bioassays were the ethanolic extract of propolis at concentrations of 0.5; 1.0; 1.5; 2.0
and 3.0% and as control with distilled water. For mycelial growth the treatments were
incorporated in autoclaved and non-autoclaved BDA medium. The evaluations were
performed through the daily measurements of the diameter of the colonies after five
days of the installation of the experiment. Germination of spores and germination
size of A. solani and S. lycopersici were also evaluated. Under greenhouse condition
experiments were conducted to assess the severity of the diseases and biochemical
analyzes. The treatments were sprayed on tomato plants 45 days after sowing and
72 hours after inoculation of the fungi. In another experiment, the tomato plants were
sprayed and there was no inoculation with fungi. Samples were collected for analysis
of defense-related enzymes. The experiments were conducted in a completely
randomized experimental design (DIC) with four replicates. EEP showed antifungal
activity inhibiting mycelial growth and spore germination of both phytopathogens with
100% inhibition at the highest concentration. There was a tendency in the increase of
the activity of the enzymes. With the exception of polyphenoloxidase in tomato
leaves treated with different concentrations of EEP. According to the quadratic
equation the maximum activity point of the enzyme was 2.0%. At the 3%
concentration, there was a decrease in the enzymatic activity. These results indicate
the potential of the EEP in the protection of tomato plants to A. solani and S.
lycopersici.

Key words: Plant protection, phytosanitary, Diseases tomato.
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1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum), pertence a familia das solanaceas, a
mesma da batata, berinjela, pimenta e tabaco, com origem na regido da América do
Sul, é uma planta herbacea, embora seja uma planta perene, a cultura comporta-se
como uma planta anual (FAVARIS et al., 2016).

Segundo dados da FAO, (2016) a produgdo mundial de tomates em 2016 foi
de 163,9 milhdes de toneladas. A China foi o maior produtor mundial de tomates no
ano com 50,5 milhdes de toneladas, e representa 31% da producdo do planeta. A
producdo brasileira naquele ano foi de 4,1 milhdes de toneladas e 82 maior,
correspondendo a 3% do total mundial.

De acordo com os dados do IBGE, a area brasileira no cultivo de tomate na
safra 2017 foi 58,6 mil hectares. Na safra 2017 a producdo foi de 3,787 mil
toneladas, a produtividade foi de 64.618 kg/ha.

No entanto, a producédo de tomate no Brasil € limitada por varios fatores, com
destaque para ocorréncia de pragas e doencas. O elevado numero de doencas que
reduzem ou até mesmo impedem a producdo do tomateiro impulsionam o uso
intensivo de grandes quantidades de agroquimicos na cultura (SILVEIRA et al.,
2007).

As doencas sao responsaveis por prejuizos significativos na producdo. Para
evitar esse problema, os produtores adotam medidas de controle que, na maioria
das vezes, resumem-se ao uso de produtos quimicos. A utilizacdo do controle
quimico de maneira abusiva e indiscriminada, pode gerar poluicdo ambiental e
selecéo de patdgenos resistentes a esses produtos (FRANZENER et al., 2007).

Nesse contexto, assume importdncia o controle alternativo, que busca
medidas de controle de doencgas que minimize o impacto negativo a salude e ao meio
ambiente (LUCAS, 2012). Como exemplo de medidas alternativas de controle de
doencas h& o controle biolégico que utiliza um microrganismo antagénico que tem
acdo direta sobre o organismo patogénico. Também a inducdo de resisténcia que
envolve a ativacdo de mecanismo de defesa latentes nas plantas em resposta a
tratamentos com agentes abidticos e bioticos (BETTIOL, 1991). Derivados de
plantas, como extratos, também tem demonstrado potencial no controle alternativo

de doencas, podendo agir como protetores ou indutores de resisténcia.



A exemplo o uso do extrato etandlico de propolis, segundo Silva et al. (2006),
€ uma substéncia resinosa coletada pelas abelhas meliferas a partir de diferentes
exsudatos de plantas, como secrecbes de arvores, folhas e flores. Esta resina é
utilizada pelas abelhas na protecdo da colmeia contra a proliferacdo de
microrganismos, incluindo fungos e bactérias tem reconhecidas propriedades
antimicrobianas, mas ha a duvida se o extrato etandlico de prépolis promove o
controle da pinta preta e da septoriose do tomateiro, e apresenta efeito antifingico

direto sobre os agentes causais dessas doencas.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral:
Contribuir no controle alternativo das doencas de pinta preta e septoriose do

tomateiro com o uso de extrato etandlico de propolis.

2.2 Objetivos especificos:

Avaliar o efeito in vitro de diferentes concentracfes de extrato etandlico de
propolis no crescimento micelial e na germinacéo de conidios de Alternaria solani e
Septoria lycopercisi.

Avaliar in vivo o efeito do extrato de prépolis na protecdo de plantas de
tomateiro sob Alternaria solani e Septoria lycopercisi.

Avaliar a indugdo de enzimas relacionadas a defesa pelo extrato etandlico de
prépolis em plantas de tomate como indicativo de possiveis mecanismos de ac¢ao

envolvidos na defesa vegetal.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 A cultura do tomate
O tomateiro € considerado uma hortalica que pode ser cultivada em diferentes

regides, espécie cultivada originou-se da espécie silvestre Lycopersicum esculentum
var. cerasiforme, originario da América do Sul, especificamente entre o Equador e o
norte do Chile, regido com diversas espécies do género Lycopersicum crescendo
espontaneamente. Sua domesticagdo ocorreu no México e foi difundido ao mundo

pelos espanhdis e portugueses através de suas col6nias. Quanto a introducao do
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tomate no Brasil deve-se a imigrantes europeus no final do século XIX (FAVARIS et
al., 2016).

O tomateiro € uma solanacea herbacea com desenvolvimento de forma
rasteira, semi-ereta ou ereta, apresenta variedades de crescimento limitado ou
determinado e variedades de crescimento ilimitado ou indeterminado, que
condicionam o tipo de cultura. O consumo do fruto de tomate esté relacionado a
atributos como aparéncia, sabor, aroma, textura e valor nutricional. Na composicao
dos frutos, que varia de acordo com a cultivar, nutricdo, condi¢cdes de cultivo e as
ambientais na fase de producdo, apresenta baixo poder calérico, baixo teor de
matéria seca e é muito rico em célcio e vitamina C (ALVARENGA, 2004).

O tomate foi a primeira olericola a ser industrializada, em virtude de suas
caracteristicas fisiolégicas, que apresenta grande fragilidade, podendo levar a
degradagcdo do fruto em curto espaco de tempo (CAMARGO et al., 2006). As
diversas formas de consumo do fruto, tanto na forma in natura, como na forma
industrializada, propiciam ao tomate grande destague quanto a sua importancia
(MORAES et al., 2011).

A cultura do tomate ou tomaticultura esta presente em todo o territério
brasileiro, principalmente na regido Sudeste. Esta regido corresponde especialmente
a producédo de tomates de mesa. Ja a regido Centro-Oeste atua essencialmente na

producado de tomates destinados a industria (SOUZA et al., 2014).

3.2 Doenca do tomateiro: A pinta preta
A pinta preta uma doenca de grande importancia na cultura do tomateiro,

podendo causar consideraveis perdas como a desfolha precoce, além do ataque aos
frutos, expondo-o0s mais aos raios solares (KUROZAWA e PAVAN, 2016).

A doenca é causada pelo fungo Alternaria solani Sorauer. A reproducédo do
patdgeno ocorre pela formacdo de conidios multisseptados de cor escura, 0s quais
podem ser simplesmente dispersos pelo vento e por respingos de agua. O patdégeno
sobrevive em restos de cultura e em outros hospedeiros, como batata, berinjela e
maria-pretinha (KUROZAWA e PAVAN, 2016). O patégeno penetra o hospedeiro
diretamente ou através de estdbmatos e ferimentos, e, apds a penetracdo, 0S
sintomas aparecem entre trés e cinco dias. Ele também pode ser transmitido pelas
sementes (LOPES; SANTOS,1994).

A pinta-preta ocorre em folhas, caules e frutos e pode causar danos durante

qualquer estadio de desenvolvimento da planta. As lesbes sdo mais comuns nas
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folhas mais velhas. Essas lesdes sdo necroéticas, de cor marrom-escura a preta, e
com o crescimento formam-se lesbes alongadas e 4 circulares, com anéis
concéntricos evidentes, podendo apresentar halo amarelado circundando a lesdo
(FILHO et al., 2008)

No caule ou no hipocétilo, as lesGes séo escuras e ligeiramente deprimidas.
Em plantulas, as lesdes podem roletar o hipocotilo, levando a ocorréncia de murcha
e até mesmo tombamento de plantulas. Nos frutos, sdo observadas lesdes
deprimidas, normalmente localizadas na regidao do calice, podendo ser de grande
extensdo, coloracdo escura e aspecto aveludado e apresentar anéis concéntricos.

Os frutos afetados normalmente caem no solo (ITAKO et al., 2008).

3.3 Doenca do tomateiro: A septoriose
A cultura do tomateiro € suscetivel a diversos problemas fitossanitarios. Cerca

de duzentas doencas, de causas bidticas e abidticas, que afetam a cultura do
tomateiro ja foram identificadas em todo o mundo (LOPES e AVILA, 2005). Os
fungos sédo os microorganismos responsaveis pelo maior numero destas doencas.
Cerca de 40% dos custos de producdo do tomateiro sdo atribuidos aos fungicidas
utilizados no controle de doencas foliares (LOPES e SANTOS, 1994).

A septoriose ou mancha de septéria, causada pelo fungo Septoria lycopersici,
€ uma doenca importante nas épocas chuvosas, ocorrendo em quase todas as
regides produtoras de tomate do Brasil e do mundo. As perdas por esta doenca
podem ser grandes devido a destruicdo das folhas, iniciada nas folhas mais velhas
(PEREIRA et al., 2013), contribuindo para a reducéo da area foliar responsavel pela
fotossintese, além de expor os frutos a queima solar devido a queda foliar prematura
(LOPES e AVILA, 2005).

Os sintomas iniciais da septoriose sdo observados nas folhas mais velhas
através de numerosas manchas circulares e elipticas, com as bordas escurecidas e
o centro cor de palha, que, frequentemente coalescem e provocam crestamento,
gueima intensa das folhas baixeiras e desfolha da planta (REIS et al., 2006). No
centro das lesbes, em condi¢gBes de alta umidade, é possivel notar pontos negros
constituidos pela frutificacdo do fungo, os picnidios. No caule, no peciolo e nas
sépalas, as lesbes sdo menores e mais escuras, podendo ou ndo apresentar
picnidios. Os frutos do tomateiro raramente sao afetados pelo fungo (JONES et
al.1991).

Septoria lycopersici, que € um fungo mitosporico da classe dos Coelomicetos,
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forma grande quantidade de picnidios, globulosos, subepidérmicos, ostiolados e de
paredes definidas, dentro dos quais h& formacdo das estruturas assexuais
(ZAMBOLINI et al., 2006). Os conidiéforos sdo curtos com conidios filiformes e
multisseptados, que sao liberados em cirros hialinos (KUROZAWA; PAVAN, 2016).
Por estarem agregados entre si por uma substancia mucilaginosa, os conidios sao
disseminados por meio do impacto das gotas de agua (LOPES ; AVILA, 2005).

Em condicbes de alta umidade nas folhas, os conidios em cirros séo
liberados dos picnidios, que séo disseminados por respingo de agua, proporcionado
principalmente pela chuva e pela irrigagdo por aspersdo (REIS et al., 2006).
Trabalhadores, implementos agricolas e insetos, movendo-se entre as plantas
Uumidas, também podem disseminar o fungo (ZAMBOLINI et al., 2000).

Na superficie do hospedeiro, os conidios germinam, penetram por meio dos
estdbmatos e colonizam intercelularmente, formando haustérios que penetram nas
células das plantas. Os sintomas iniciais surgem em cerca de 6 dias e os picnidios
entre 10 dias e 14 dias. Temperaturas do ar entre 20 e 25°C sdo 6timas para
infeccdo, manifestacdo de sintomas e desenvolvimento de picnidios (KUROZAWA;
PAVAN, 2016). Assim, longos periodos de temperaturas amenas, alta umidade
relativa do ar, chuvas abundantes ou irrigacdo por asperséo, constituem condicdes

favoraveis para o desenvolvimento da doenca (REIS et al., 2006).

3.4 Controle alternativo de doencgas em plantas

A sociedade vem exigindo a producdo de alimentos com a minima
degradacdo dos recursos naturais. Entre esses, destacam-se os portadores de selos
gue garantem a nao utilizacdo de agrotoxicos no processo produtivo. Com isso,
sistemas de cultivo mais sustentaveis tém sido desenvolvidos, portanto, menos
dependentes do uso de agrotoxicos (BETTIOL,1991).

Na busca por métodos de controle de doencas que sejam menos danosas ao
ambiente tem assumido grande importancia o controle biolégico e a inducdo de
resisténcia em plantas e também outras formas, como o uso de produtos naturais
com agéao antimicrobiana podem ser incluidas (STANGARLIN et al.,2008).

O controle biologico mediante a utilizacdo dos fungos Lentinula edodes
(Shiitake) e Agaricus blazei (cogumelo do sol), no controle de doengas de plantas de
pepino, maracuja e tomate, tem demonstrado resultados positivos (DI PIERO, 2003).
Balbi-Pefa et al. (2006) encontraram resultados positivos no controle de A. solani

com extratos de Curcuma longa e Curcumina.
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Em trabalho realizado com extratos de plantas medicinais de Achillea
millefolia, Artemisi camphorata, Cymbopogon citratus e Rosmarinus officinalles sob a
A. solani, verificou-se reducdo de numero de lesbes em relacdo a testemunha
(ITAKO et al., 2008). Carneiro (2003) constatou que o 6leo de sementes de nim
(Azadirachta indica) em concentracdes baixas foi eficiente no controle de oidio no
tomate.

Ferreira (2013) avaliou o uso de extratos de folhas de erva cidreira e de
sementes de graviola e observou efeito inibitério do crescimento micelial do C.
gloeosporioides, agente causal da antracnose no mamoeiro, indicando que extratos

apresentam potencial no controle do patdégeno.

3.5 Mecanismos bioguimicos de defesa vegetal

As plantas possuem diversos mecanismos de defesa que podem ser ativados
guando expostas a agentes indutores (BARROS, 2010).

A inducdo de resisténcia envolve a ativacdo de mecanismos de defesa
latentes, existentes nas plantas em respostas ao tratamento com agentes bioticos ou
abioticos que induzem os mecanismos de defesa da planta (SCHWAN-ESTRADA et
al., 2008). Esse fendmeno tem sido muito estudado e com grande potencial no
controle alternativo de doencas (OLIVEIRA et al., 2016). Entre os mecanismos
estudados merecem destaque as enzimas relacionadas a defesa vegetal, como
peroxidases, polifenoloxidases e fenilalanina amoénia-liase (ZHANG et al., 2008).

Peroxidases é uma enzima das plantas, que esta envolvida em diversas
reacoes, lignificacdo, oxidacdo, cicatrizacdo de ferimentos, oxidacdo de fendis,
defesa de patogenos (CAMPOS e SILVEIRA, 2003).

Polifenoloxidase é uma enzima que atua no mecanismo de defesa da planta
sob doencas e inibe o ataque de insetos (MURATA et al., 1995), sua grande
importancias € devido a propriedade de oxidar compostos fendlicos para quinonas
gue sao muito téxicos para microorganismos (CAMPOS e SILVEIRA, 2003).

Ao testar o efeito indutor do acido salicilico e o fungo Colletotrichum
lindemuthianum sobre cultivares de feijao, houve efeito positivo entre a atividade da
peroxidase e da polifenoloxidase, os teores de compostos fendlicos e a resisténcia a
antracnose (CAMPOS et al., 2004).

A fenilalanina amoénia-liase (FAL) é a enzima do metabolismo secundario,

devido a importancia nas reagbes do metabolismo dos compostos fendlicos e
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estabilidade e facilidade de preparacdo para 0s ensaios enzimaticos. Essa enzima é
responsavel pela desaminagdo da L-fenilalanina, transformando-a em &cido trans-
cinamico e amoénia. O acido trans-cinamico pode ser incorporado em muitos
diferentes compostos fendlicos (acido 4-coumarico, acido cafeico, acido ferdlico e
acido sinapico), os quais estdo presentes na formacédo de ésteres, cumarinas, que
sdo lactonas do &cido o-hidroxi-cinAmico. S&o amplamente distribuidos nos
vegetais,como guaco e a castanha da india, solivel em etanol, éter etilico
flavondides e ligninas. A FAL ja foi isolada de algas, fungos e principalmente de
plantas superiores, ndo tendo sido ainda detectada em células bacterianas ou
tecidos animais (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

3.6 Propolis

A propolis € uma resina de coloragdo e consisténcia variada coletada por
abelhas da espécie Apis mellifera de diversas partes das plantas como brotos,
botdes florais e exsudatos resinosos. Durante a coleta da propolis, as abelhas
misturam a cera e a propolis coletada juntamente com a enzima 1,3- glicosidase
presente na sua saliva, acarretando a hidrolise dos flavondides glicosilados em
flavonoides agliconas. A prépolis € utilizado pelas abelhas para selar eventuais
aberturas na colméia e para eliminar possiveis invasores (VARGAS et al., 2004).

As propriedades bioldgicas da propolis obviamente estdo diretamente ligadas
a sua composicado quimica, e esta possivelmente € o maior problema para o uso da
propolis em fitoterapia, tendo em vista que a sua composi¢cao quimica varia com a
flora da regido (brotos, cascas, galhos, exsudatos e menos importante, botdes
florais) e época da colheita, com a técnica empregada, assim como com a espécie
da abelha (PEREIRA et al., 2002).

Vargas et al. (2004) avaliaram a acdo antibacteriana in vitro da propolis em
solucéo alcodlica a 50% sobre 161 isolados bacterianos provenientes de animais, na
qual o extrato de propolis inibiu o crescimento de 67,7% das bactérias testadas.

Vieira e Andrade (2009) encontraram potencial antifingico para a propolis na
concentragcédo de 1,6% sobre o controle do Oidio em quatro cultivares de pepino
(Hibridos F1 Nikkey, P6dium, Runner e Supremo).

Pereira et al. (2008), afirmam que a propolis tem potencial para ser utilizada
no controle de ferrugem e cercosporiose do cafeeiro, ndo sO por suas propriedades
guimicas, mas também como um impedimento fisico para a penetracdo dos micélios

dos fungos, devido a formacao de um filme protetor sobre as folhas do cafeeiro.
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4. MATERIAS E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Fitopatologia do
campus da Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS, de Laranjeiras do Sul -
PR.

A extracdo do extrato etandlico de propolis foi realizado utilizando alcool
etilico na concentracdo de 15:85 (15 gramas de propolis para 85 mL &lcool etilico
95%). Em seguida foi batido em liquidificador,mantido em “repouso” por 15 dias,
guando foi filtrado em papel de filtro e diluido em concentra¢cbes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0
e 3,0% e a testemunha era constituida de 4gua destilada, que foram utilizadas nos

bioensaios.

4.1 Bioensaio de atividade antifangica
Para avaliar a atividade antifingica direta dos extratos etandlico de proépolis

sobre A. solani e S. lycopersici foram realizados bioensaios de crescimento micelial
e de germinacdo de esporos. Constituiram tratamentos o extrato etandlico de
prépolis nas concentracdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0%, e 4gua como testemunha.
Os tratamentos foram incorporados em meio BDA e autoclavados por 20 min a 120
°C a 1 atm. Em outro ensaio os tratamentos foram incorporados apds a
autoclavagem, antes do meio ser vertido. Em seguida os meios foram vertidos em
placas de petri e apos solidificar foi adicionado ao centro de cada placa um disco de
sete cm do respectivo fitopatdgeno.As placas foram incubadas em BOD a 25 °C e
escuro. As avaliagcbes foram realizadas no quinto dia através de medicdes
perpendiculares quando as maiores colonias atingiram % da placa.

Para o Teste de germinacdo ndo autoclavado foi avaliado o efeito antifingico
do EEP sobre A. solani e S. lycopersici com o teste de germinagcdo de esporos e
tamanho médio de tubos germinativos. Para tanto foram adicionados 35 microlitros
de suspensédo de esporos na concentracdo de 3x10% esporos/mLpara S. lycopersici
e 2x10% esporos/mL para A. solani. e 35 microlitros de cada tratamentos em cada
uma das células de uma placa usada em teste de ELISA. A placa foi incubada em
escuro a 25°C por 20 horas quando a germinagao de esporos foi paralisada com 10
microlitros de azul algoddo de lactofenol. A determinacdo da porcentagem de
germinacao foi realizada através da contagem de 100 esporos por parcela em
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microscopio optico, sendo considerados germinados 0s esporos que emitiram tubos
germinativos maiores ou iguais ao menor didmetro do esporo. Também foi
determinado o tamanho médio dos tubos germinativos dos esporos germinados,
sendo contado 10 tubos germinativos por repeticdo. A contagem e medicdo foi

realizadas ao microscopio éptico com auxilio de régua ocular

4.2 Ensaio de protecdo de plantas de tomateiro
Para avaliar o efeito protetor do EEP sobre as doencas foi conduzido

experimento em casa de vegetacdo. Sementes de tomateiro, variedade Santa Cruz
Kada, foram semeadas em copos descartaveis de 500 mL contendo solo, himus e
substrato na proporcdo 1:1:1. Apés 35 dias da semeadura foi realizada a aplicacéo
dos tratamentos e apos 3 dias realizada a inoculacdo com suspensao de esporos na
concentracdo de 3x10* esporos/mL para S. lycopersici e 2x10* esporos/mLpara A.
solani.

A avaliacdo da severidade das doencas nas plantas de tomateiro teve inicio
guando iniciarem os sintomas sendo realizadas avaliagbes a cada trés dias. As
avaliacdes foram realizadas com o auxilio da escala diagramatica de Boff (1988),
com cinco niveis de severidade de area foliar lesionada.

A partir dos dados obtidos na avaliagdo da severidade do patégeno foi
calculada a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD). O célculo da

AACPD foi realizado de acordo com a seguinte equacao:

n-1
AACPD=Y(Xi+Xi+1)/2(t i+1- t i)
i
Em que:
X= severidade média da doenca por planta; X=x (t1),

n= numero de avaliacdes,
(t i+1- ti) € o intervalo entre duas avaliagfes consecutivas

4.3 Analises bioquimicas
Para a avaliacdo de atividades de enzimas relacionados a defesa, foram

conduzidos bioensaio em copos descartaveis de 500 mL contendo solo, humus e
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substrato na quantidade de 1:1:1, onde ap6s 35 dias de transplantadas foi
pulverizado o extrato etandlico de propolis nas concentracdes de 0, 0,5; 1,0; 1,5; 2,0
e 3,0%. Apds 72 horas dos tratamentos foram coletados discos foliares de 0,5 g que
foram macerados em 4 mL de tampé&o fosfato 0,01M (pH 6,0) contendo 1% de (p/p)
de polivinil-pirrolidona, em almofariz de porcelana. O homogeneizado foi
centrifugado a 14.500 g durante 20 mim a 4°C. O sobrenadante obtido,
considerando como extrato enzimatico, foi utilizado para a determinacéo de atividade

enzimatica. Todo o material ficou sob refrigeracao.

4.3.1 Atividades de peroxidases
A atividade de peroxidases nas amostras foram determinadas conforme

metodologia proposta por Lusso e Pascholati (1999). Por tanto, a mistura foi
constituida de 0,2 mL de extrato enzimatico e 1,0 mL de substrato de enzima ( 306
microlitro de peroxido de hidrogénio P.A., 12,5 de guaiacol a 2% e 87,5 mL de
tampéao fosfato 0,01M (pH 6,0). A reacdo foi conduzida a 30°C. A atividade foi
determinada pela variagdo ocorrida entre os valores extremos situados na faixa de
incremento linear.Os resultados foram expressos em unidades de absorbancia a 470

nm mim* proteinal.

4.3.2 Atividade de Polifenoloxidases
A atividade das polifenoloxidases foi determinada conforme a metodologia

proposta por Duagmal e Apenten (1999). Para tanto, o substrato para enzima foi
composto de catecol, na concentracdo de 20 mM, dissolvido em tampéao fosfato de
potassio a 100 mM (pH 6,8). A reacao foi conduzida misturando-se 900 microlitros do
substrato e 100 microlitros do extrato enzimatico seguida de leituras no
espectrofotometro, a 420 nm. Os resultados obtidos foram expressos em

absorbancia mim™ de proteina™.

4.3.3 Atividades de Fenilalanina amoénia-liase (FAL)
A atividade foi determinada de acordo com metodologia descrita por Umesha

(2006), na qual 100 microlitros de extrato enzimatico foi acrescentado 400 microlitros
de tampéo tris-HCL 0,025M (pH 8,8) e 500 microlitros de L-fenilalanina 0,05 M(825,9
mg diluido em 100 g de tampéao Tris-Hcl 0,025 M. A mistura foi incubada a 40°C
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durante 2 horas. Ao final desse periodo adicionou 60 microlitros de HCI 5 M para
cessar a reacao seguindo-se a leitura em espectrofotbmetro a 290 nm. Os

resultados foram expressos em mg de acido trans-cindmico h™ mg proteina™.

4.6 Analise estatistica

Os ensaios foram conduzidos em delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC) com quatro repeticdes. Os resultados obtidos nos experimentos
foram submetidos a analise de variancia e andlise de regressdo com auxilio do
programa estatistico Sisvar® (FERREIRA, 2007).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento micelial de S. lycopersici foi reduzido com o aumento na
concentragéo de EEP, com inibicdo de 78% no crescimento micelial na concentragao
de 3,0% de EEP autoclavado e 73,33% também na concentracdo 3,0% nao
autoclavado comparando com a testemunha (Figura 1). Esse resultado indica efeito

antifingico sobre esse fungo fitopatogénico pelo extrato.

Figura 1- Crescimento micelial de Septoria lycopersici com diferentes concentracdes

de extrato etandlico de propolis (EEP) autoclavado e ndo autoclavado
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Para o crescimento micelial de A. solani o EEP inibiu em 55,4% o crescimento
micelial na concentracdo de 3,0% quando comparado a testemunha (Figura 2), tanto

para autoclavado e nédo autoclavado.
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Figura 2. Crescimento micelial de Alternaria solani com diferentes concentracdes de
extrato etandlico de propolis (EEP)
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Os resultados obtidos mostram o efeito do extrato sobre o crescimento
micelial de ambos fitopatogenos e também demonstra o efeito termoestavel da
propolis,ou seja que mesmo colocado a altas temperaturas manteve-se as
propriedades apd6s a autoclavagem. Embora o efeito antimicrobiano da prépolis
tenha sido mais estudado sobre potenciais patbgenos de humanos, alguns trabalhos
ja tem demostrado efeito inibitorio da prépolis também sobre fitopatdbgenos. Souza et
al. (2017) avaliaram extrato etandlico de propolis no controle de Penicillium sp. nas
concentragbes de 5, 10, 15 e 20% e encontraram inibicdo, sendo que na
concentragdo de 20% n&o houve desenvolvimento de fungo. Marini et al. (2012)
testaram a fungitoxicidade de extratos alcodlicos de propolis sobre o crescimento
micelial e esporulacédo, no qual utilizaram as concentra¢ées de 0,05; 0,1; 0,2; 0,4;
0,5 e 1% do extrato, e 0s autores concluiram que o extrato possui atividade
antifiingica in vitro, embora baixa para as concentracdes testadas, sob a Phakopsora
euvitis, Pseudocercospora vitis e Elsinoe ampelina.

Atividade antifungica sobre A. solani e S. lycopersici também ja foi relatada
por extratos e Oleos essenciais de plantas. Almeida, Moura e Franzener (2017),
testaram extratos vegetais de gengibre, alho e cravo da india no controle da A.
solani e obtiveram, na concentragcdao 20%, inibicdo de 37,9, 70,0% para gengibre e
alho, respectivamente, sendo que o cravo da india promoveu inibicdo de 100% em
todas as concentracfes. Tomazoni et al. (2013), em testes realizados in vitro com o
Oleo essencial de Cinnamomum zeylanicum contra os fungos Alternaria solani,

Stemphylium solani e Septoria lycopersici, verificaram a inibicdo do crescimento de
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A. solani e S. solani a partir da concentracéo 0,5 pL/mL e para S. lycopersici a partir
da concentracdo 0,1 pyL/mL. Neto et al. (2016) também obtiveram resultados
satisfatorios quanto a inibicdo do crescimento micelial de Alternaria solani e Septoria
lycopersici, utilizando extrato aquoso, 6leo essencial e citral provenientes do capim-
limdo (Cymbopogon citratus), sendo que o 6leo essencial e o citral na maior
concentracdo testada (400 pL? ) proporcionaram 100% de inibicdo, demonstrando
potencial alternativa para manejo fitossanitario da cultura do tomate.

Ogbebor e Adekunle (2005) observaram reducdo tanto no crescimento
micelial quanto na germinagdo de conidios de C. cassiicola, isolado de seringueira,
sob concentracdes de extrato bruto (10, 25, 50 e 100%) de Ocimum basilicum.

A porcentagem de germinacdo de esporos de A. solani e S. lycopersici foi
reduzida conforme o aumento da concentracdo de extrato etandlico de propolis

(Figura 3), indicando que o EEP tem efeito direto também sobre a germinacao.

Figura 3. Porcentagem de germinacdo de esporos da Septoria lycopercisi e
Alternaria solani por diferentes concentracdes de extrato etandlico de propolis (EEP)

nao autoclavados.
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Quanto o tamanho médio dos tubos germinativos de A. solani e S. lycopersici,
foi observado resultado semelhante ao da porcentagem de germinagédo, com maior
inibicdo no tamanho dos tubos germinativos com o aumento na concentracdo do
EEP (Figura 4).
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Figura 4. Tamanho médio do tubo germinativo de Septoria lycopercisi e Alternaria

solani por diferentes concentracdes de extrato etandlico de propolis (EEP)
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O tratamento de EEP na concentracédo de 3,0% inibiu o desenvolvimento de
ambos os patégenos em 100%, demonstrando o potencial em inibir a germinacéo e
o tamanho dos tubos germinativos. A germinagéao de esporos e desenvolvimento dos
tubos germinativos representam um processo fundamental para infecdo do fungo e o
estabelecimento da doencga.

Balbi-Pefia et al. (2006) avaliaram in vitro o controle de Alternaria solani com
extratos de Curcuma longa e curcumina e obtiveram 15 % de inibicdo da germinacao
dos esporos. No trabalho de Itako et al. (2008) foi avaliada a atividade antifungica e
protecdo do tomateiro por extratos de plantas medicinais e encontraram inibicdo de
germinacao nos extratos de A. camphorata e C. citratus e R. officinales. Em estudos
realizados por Almeida, Camargo e Panizzi (2009) para o controle de Colletotrichum
acutatum em morangueiro, foram testados os extratos de plantas medicinais, das
quais arruda, gengibre, vinca, losna, cebola, arnica e nim foram os que propiciaram
melhor inibicdo da germinacdo dos conidios, diferindo estatisticamente da
testemunha.

Quanto a severidade da doenca o extrato etandlico de propolis promoveu
reducdo na area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) com o aumento

na concentracédo do EEP (Figura 5).
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Figura 5- Severidade de Septoria lycopersici e Alternaria solani em folhas de tomate

com diferentes concentra¢ces de extrato etanodlico de propolis (EEP)
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A reducdo na AACPD demonstra o efeito do EEP no controle tanto da pinta
preta como da septoriose no tomateiro, pode-se observar reducdo de 88% da
concentracdo 3,0% em relacdo a testemunha. Essas sdo importantes doencas da
cultura e a escassez de cultivares com resisténcia torna o controle ainda mais dificil.
Assim, a prépolis pode representar uma potencial alternativa no controle dessas
doencas.

Pereira et al. (2013) ao aplicarem concentracées de 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e
2,5% de extrato etandlico de propolis em mudas de café sob a cercosporiose,
concluiram que 1,0; 1,5 e 2,0% do extrato proporcionaram menor incidéncia da
doenca. Este mesmo autor destaca trés fatores da acdo do propolis sobre a
cercosporiose. A de possuir nutrientes que possam reduzir a intensidade de
doencas; a presenca de cera que pode atuar como protecdo mecéanica e também no
efeito indutor de enzimas.

Vieira et al. (2009) testaram duas concentracdes de extrato de propolis (0,8 e
1,6%) pulverizando em plantas de pepino para controle do oidio (Sphaerotheca
fuliginea), obtendo atividade antifingica na maior concentragéo.

Pulverizacdes de extrato de propolis na concentracdo de 10% foi aplicado em
tomateiro com intuito de controlar oidio apds o aparecimento dos primeiros sintomas,
e 0s pesquisadores detectaram alta efetividade da propolis, a qual ndo diferiu do
fungicida sistémico (tebuconazole) (MORAES et al., 2011).
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Em relacdo a peroxidases houve incremento na atividade da enzima com o

aumento na concentracdo do extrato etandlico de prépolis (Figura 6).

Figura 6- Atividade de peroxidase nas folhas de tomate tratadas com diferentes

concentracdes de extrato etandlico de propolis (EEP).
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A atividade de peroxidase estd associada a uma variedade de processos
relacionados a defesa em plantas, incluindo reacbes de hipersensibilidade,
suberizacao e lignificacao (SILVA et al., 2007).

Araujo e Stadnik testam o uso de polissacarideo ulvana em Colletotrichum
gloeosporioides em plantas de macas, verificaram a inducdo de resisténcia pelo
aumento na atividade da peroxidase.

Soares, Maringoni e Lima avaliaram a eficiéncia de Acibenzolar-S-Methyl na
inducdo de resisténcia de feijoeiro Comum & Murcha-de-Curtobacterium e
constataram que a peroxidase apresentou maior atividade nas plantas pulverizadas
com o indutor, tanto na folha, como no caule.

Silva, Pascholati e. Bedendo (2007) avaliaram a inducdo de resisténcia em
tomateiro por extratos aquosos de Lentinula edodes e Agaricus blazei sob Ralstonia
solanacearum e constataram aumentos na atividade de peroxidases, indicando que
o cogumelo L. edodes e o indutor abiético ASM apresentam potencial para reduzir a
murcha bacteriana provavelmente através da inducdo de resisténcia.

Em relagéo a polifenoloxidase houve incremento da enzima até certo ponto e

apos decresceu como mostra a Figura 7.
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Figura 7- Atividade de polifenoloxidase em folhas de tomate tratadas com diferentes
concentracoes de EEP.
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De acordo com a equacao quadratica o ponto de maxima atividade da enzima
foi na concentracdo de 2,0%. A importancia da atividade da polifenoloxidase na
resisténcia a doencas, de acordo com Campos et al. (2004), possivelmente tem
relacdo com sua propriedade em oxidar compostos fendlicos para quinonas, sendo
estes mais toxicos aos microrganismos e também sua acao protetora no local do
ferimento. Neste contexto o0s autores constataram maior atividade da
polifenoloxidase em tecidos infectados de cultivares resistentes do que em tecidos
infectados de cultivares suscetiveis ou em plantas sadias.

Andrade et al. (2013) avaliaram indutores de resisténcia no controle da pinta
bacteriana do tomateiro e na atividade de enzimas de defesa e constataram que a
atividade de peroxidases, polifenoloxidase foi maior para o &cido jasménico em
comparagcao com o controle.

Em relacdo a fenilalanina amdnia-liase também houve incremento na

atividade da enzima com o aumento da concentracao de EEP (Figura 8).

Figura 8. Atividade de fenilalanina amonia-liase em folhas de tomate tratadas com

diferentes concentracfes de extrato etandlico de prépolis (EEP)
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A ativacdo da FAL pelo EEP é uma informacéo de grande importancia uma
vez que essa enzima tem papel fundamental na ligacdo entre o metabolismo
primério e o secundario, podendo desencadear a formacédo de diversos compostos
de importancia para defesa vegetal. E também precursora da rota dos
fenilpropandides originando diversos outros compostos originados a partir do acido
benzéico, cumarinas, precursores de lignina, ambénia e demais outros, utilizados
pelas plantas para sua defesa (FORMENTINI, 2012).

Ainda ha poucas informacdes no potencial da propolis na inducédo de FAL,
mas estudos com outros produtos naturais, como extratos vegetais e 6leos
essenciais tem demonstrado efeito na inducdo dessa enzima e no controle de
doencas. Piva (2013) ao trabalhar com extrato de propolis e de canola no controle
de oidio em pepino ao fazer uso do extrato preparado por maceracdo verificou o
aumento da FAL nos tempos de 72 h e 144 h. Os resultados obtidos pelo EEP no
aumento da atividade de FAL como de outras enzimas relacionadas a defesa vegetal
indicam o possivel efeito indutor de resisténcia do EEP em plantas de tomateiro.
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6. CONCLUSAO

O extrato etanoico de propolis teve efeito inibitorio direto sobre o crescimento
micelial, tanto nos tratamentos autoclavados e n&o autoclavados e também na
germinacao de esporos e tamanho médio dos tubo germinativos de A. solani e S.
lycopersici, com maior efeito nas maiores concentracbes nao autoclavados
utilizadas.

O EEP reduziu a severidade da pinta preta e a septoriose em plantas de
tomateiro.

O EEP também houve tendéncia no aumento da atividade das enzimas de
peroxidade, fenilalanina amodnio-lias, com excecdo da polifenoloxidase,
demonstrando o potencial em ativar mecanismos bioquimicos relacionados a defesa

do tomateiro.
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