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Resumo

A murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum tem sido um problema sério para a cul
do tomateiro na Amazonia brasileira, especialmente no estado do Para. Uma vez estabelecida no
hospedeiro, a bactéria multiplica-se rapidamente nos tecidos da planta, causando desorganizacac
tecido vascular, resultando em perdas de turgescéncia e morte. A prépolis de Apis mellifera L. ten
mostrado um importante antibidtico natural de uso no controle de patégenos de plantas e anima
presente estudo verificou a atividade antibidtica de extratos da prépolis de A. mellifera obtidas de
diferentes solventes, oriundas de trés apiarios distribuidos na regido nordeste do estado do Par3,
sobre Ralstonia solanacearum.
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Introducgao

Na Amazonia, as pesquisas envolvendo substancias naturais de origem animal e vegetal pa?a 0
controle de fitopatégenos encontram-se em sua grande maioria, em fase de prospec¢do, com pot
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estudos conduzidos em condi¢Bes de casa-de- vegetacao e de campo (BENCHIMOL, SILVA,
VERZIGNASSI, 2008). Buriol et al. (2009) afirmaram que a prépolis apresenta atividade antibidtica
independente da sua origem, devido aos efeitos bactericida e fungicida imprescindiveis para pres
a vida na colmeia. A atividade biol6gica da propolis é atribuida as substancias derivadas das plant
coletadas para a sua producdo. O extrato de prépolis possui atividade antibacteriana especialmer
contra bactérias Gram-positivas (MIRZOEVA et al., 1997). Esta atividade é relacionada a presenca ¢
flavonoides, acidos aromaticos e ésteres presentes na resina (BURDOCK, 1998). Trabalhos realizac
com amostras de préopolis vermelha proveniente do litoral norte do estado de Sergipe apresentar
acao antibacteriana (SIQUEIRA, 2008__a). R. solanacearum é o agente causal da murcha bacterian:
doenca responsavel por grandes prejuizos em solanaceas e recentemente também na
eucaliptocultura, onde no periodo de abril a setembro de 2005, os danos causados por R.
solanacearum em viveiros nos estados do Espirito Santo, Bahia, Maranhdo, Minas Gerais e Para
resultaram no descarte de 11 milhdes de mudas, com prejuizo estimado em aproximadamente se
milhdes de reais (ALFENAS et al., 2006). O presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade
antibidtica de extratos da propolis de A. mellifera obtidas de diferentes solventes, oriundas de tré
apiarios distribuidos na regido nordeste do estado do Para, sobre Ralstonia solanacearum.

Material e métodos

Foram coletadas préopolis de abelhas Apis mellifera (africanizadas) no estado do Para, Brasil. Os
apiarios de onde as proépolis foram coletadas estavam localizados nos municipios de Santa Izabel-
Curuca-PA . Foram coletadas 300 gramas de propolis em cada apiario. Foi realizada extra¢ao
sequencial com solventes em ordem crescente de polaridade: hexano; acetado de etila; alcool etil
analise da atividade antibacteriana foi realizada por meio da determina¢dao da Concentracao Inibit
Minima (CIM) em placa. Para avaliar o efeito in vitro dos extratos de propolis sobre crescimento
bacteriano, os extratos foram incorporados ao meio de cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970) na
concentracao de 0,5%. Foram utilizadas cinco repeti¢des para cada tratamento, onde cada placa
representou uma repeticao. Os extratos foram adicionados ao meio de cultura fundente,
homogeneizando-se cuidadosamente sob movimentos rotatorios, distribuindo-se em placas de P«
em volume de 20 ml. Apés a solidificacao do meio, foram depositadas aliquotas de 100 pL da
suspensao bacteriana na concentra¢ao de 109Unidade Formadora de Coldnias (UFC) e espalhada:
com alca de Drigalski, previamente esterilizada por flambagem. Como testemunha utilizou-se o m
de cultura sem adi¢do de nenhum extrato. As culturas foram incubadas em uma temperatura de .
2 °C. O crescimento da bactéria foi avaliado 24 h ap6s o cultivo através da contagem de UFC das
placas. Os dados foram analisados através da analise da variancia (ANOVA), com comparacao de
médias a posteriori pelo teste Tukey (P<0,05). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado (DIC) e as analises de variancia para as caracteristicas avaliadas foram realizadas atra:
do aplicativo software SISVAR 3.01 (FERREIRA, 2000).

Resultado e discussao
A prépolis foi extraida sequencialmente com trés solventes de polaridade crescente: Hexano; Ace

de Etila e Alcool Etilico 80%. O solvente foi removido em evaporador rotativo sob pressdo réduzid.
obtendo-se os extratos de propolis, no ponto de pasta, referente a cada um dos solventes que for
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pesados para verificacdo do rendimento individual do método de extracdo. Foram obtidos os extr
hexanicos, acetato de etila e etandlico 80% para cada uma das amostras de propolis. Os testes fot
realizados em trés concentracdes crescentes de 0,2; 0,3; e 0,4% (p/v) dos respectivos extratos.
|dentificou-se o comportamento do poder inibitério dos extratos de propolis sobre a R. solanacea
(TABELA 2). Verificou-se efeito significativo ao nivel de 1% de probabilidade para a variavel UFC. H
diferenca entre os efeitos do poder inibitorio para pelo menos um dos tratamentos em cada uma
bactérias estudadas (TABELA 1 e 2). Para avaliar a eficiéncia de cada um dos tratamentos, realizou
teste de médias de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade para a variavel UFC, para identificar a n
do tratamento, ou o grupo de médias dos tratamentos, distintas e/ou similares estatisticamente
(TABELA 2). A analise de variancia mostrou efeito significativo para o contraste entre a testemunh.
tratamentos aplicados (TABELA 1). Para o hexano ndo houve diferenca entre as concentra¢des
utilizadas, enquanto que para acetato e o alcool 80% as concentra¢des de 0,3 e 0,4% proporcional
menor numero de UFC. Quanto a origem das prépolis, para o alcool 80% a propolis proveniente d
Santa lazabel proporcionou menor crescimento do patégeno (TABELA 2).

TABELA 01

EV,! G.L2 Q.M
Testemunha vs. Demais tratamentos 1 724,21%*
Origem 1 0,075
Solvente 2 133.46%*
Concentragdo 2 550,13+*
Origem x solvente 2 82,57
Origem X concentracio 7 400,35%*.
Solvente X concentracio 4 276,44%**
Origem x solvente X concentragdo 4 426,04%*
Erro 38 36.14
C.V.* (%) 17.54
Meédia 34,27

!F.V.—Fator de variacdo. 2G.L. — graus de liberdade. Q.M. — Quadrados médios. *C.V.
— Coeficiente de variacdo. **, * e ™ indicam significancia a 1, 5% e néo significativo.

ANOVA para Unidade Formadora de Colonias (UFC) de Ralstonia solanacearum sob efeito de extratos de propolis apicola em Belém-PA.

TABELA 02
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Concentracao (%)

Origem 0.2 0.3 0,4

Hexano

SantaIzabel 11.33£2.08Aa 16.67=6.11Aa 15,33£7,5Aa

Curuca 12,33+2.08Aa 16,67+5.13Aa 11,33+4,16Aa
Acetato

Santa [zabel 53+4Aa 10.33%+1.53Bb 10,33+1,15Ab

Curuca 10,33+2,08Ba 12,67+8,33Aa 9,673,21Aa

Alcool 80%

Santa Izabel 19.33=4.04Ba 6,67x1,53Bb 6,00=1,00Bb

Curuca 31.33+£1.53Aa 16.67£6.66Ab 20,67+4,51Aab

Testemunha 32.67<18,72

Medias seguidas por letras distintas na coluna (maidsculas) e na linha (minusculas)
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Crescimento de Ralstonia solanacearum (UFC) (média + desvio padrao) sob efeito de extratos de propolis apicola no Para.

Conclusoes

Verificou-se que a propolis oriunda do apiario em Curuc¢a-PA apresentou a taxa percentual inibité
estatisticamente superiores. - Os resultados apontaram efeito inibitério em todas as polaridades
obtencdo dos bioativos, no entanto, opta-se por indicar o uso do solvente alcool etilico, por ser m.
barato e mais acessivel ao produtor.
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