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RESUMO

CUZZI, Claucia. Extratos de canola no controle de Botrytis cinerea in vitro e do mofo
cinzento em pos-colheita de morangos. 64f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Programa de Pds-Graduacdo em Agronomia (Area de Concentracdo: Producéo
Vegetal), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2013.

O mofo cinzento é causado pelo fungo Botrytis cinerea (Pers.: Fr.), causador de
grandes perdas econdmicas em varias culturas. Este patégeno é de dificil controle,
devido a ampla gama de hospedeiros, sua atividade saprofita e por formar estruturas
de resisténcia (esclerddios). Uma das formas de controle deste patdogeno € a
utilizacdo de produtos quimicos, no entanto, principalmente na pdés-colheita de
frutos, a tolerancia por residuos quimicos nos alimentos, é cada vez menos
desejavel do ponto de vista ecolégico e de saude publica. Os tratamentos
alternativos, como a utilizacdo de extratos de plantas, vém sendo pesquisados na
fitopatologia, para reduzir o uso dos fungicidas sintéticos. A canola (Brassica napus)
€ uma planta que possui compostos biocidas, com potencial de controle de pragas e
doencas. Este trabalho teve como objetivos avaliar o efeito de diferentes extratos da
canola (alcodlico, macerado, aquoso sem tempo de reserva e infusdo) no controle
de Botrytis cinerea in vitro e em poés-colheita de morangos. Foram realizados dois
experimentos in vitro, sendo um para avaliar o crescimento micelial e outro a
germinacao de conidios. O delineamento experimental para os dois experimentos foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 5, sendo o fator modos de
extracdo de extratos e concentracdes (0, 3, 6, 9 e 12%), em 4 repeticdes. No ensaio
de crescimento micelial, a unidade experimental foi uma placa de Petri, e um tubo de
ensaio no teste de germinacdo de conidios. Em pds-colheita foram testados os
guatro tipos de extratos na concentracdo de 16%. O delineamento foi inteiramente
casualizado, com 4 repeticbes por tratamento, sendo a parcela composta por 10
frutos/bandeja. Os parametros fisico-quimicos avaliados foram podriddes, perda de
massa, firmeza de polpa e acidez titulavel. As analises bioquimicas avaliadas foram
proteinas totais, antocianinas e flavonodides, e a atividade da enzima fenilalanina
amonia-liase (FAL) e peroxidases. Os resultados obtidos permitiram concluir que
houve reducao do crescimento micelial e da germinacgéo de conidios, em funcdo das
concentragcdes, mas nao ocorreram diferencas entre os extratos. A maior eficiéncia
dos extratos ocorreu na concentracdo de 8,31%, na avaliacdo com 96horas. Para a
germinacdo o comportamento foi linear decrescente, ou seja, 0 aumento das
concentracfes influenciou na menor germinacdo dos conidios. Os extratos:
alcodlico, maceracao e infusdo reduziram as podriddes causadas por B. cinerea em
pos-colheita de morangos. Os extratos atuaram na alteracdo do teor de acidez dos
frutos, e no comportamento das peroxidases, mas nao apresentaram efeito sobre
sélidos soluveis totais (SST), firmeza de polpa, perda de massa, antocianinas,
flavonoides,e atividade da FAL. Os resultados obtidos neste trabalho, comprovam o
potencial da canola no controle do mofo cinzento em pés-colheita de morangos, bem
como do fungo Botrytis cinerea.

Palavras-chave: Brassica napus L., extratos vegetais, inducdo de resisténcia.



ABSTRACT

CUZzzl, Claucia. Extracts of canola in the control of Botrytis cinerea in vitro and of
gray mold in post-harvest of strawberries. 64F. Thesis (M.Sc. in Agronomy) —
Postgraduate Program in Agronomy (Area of Concentration: Plant Production),
Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Pato Branco, 2013.

The gray mold is caused by the fungus Botrytis cinerea (Pers.: Fr.), causer of great
economic losses in various cultures. This pathogen is difficult to control, due to the
wide range of hosts, its saprophytic activity and by forming structures of resistance
(esclerodios). One of the ways to control this pathogen is the use of chemical
products, however, mainly in post-harvest fruit, tolerance by chemical residues in
foods is increasingly less desirable from an ecological and public health point of view.
The alternative treatments, such as the use of plant extracts, are being probed in
phytopathology, to reduce the use of synthetic fungicides. The canola (Brassica
napus) is a plant that has biocidal compounds, with potential to control pests and
diseases. This study aimed to evaluate the effect of different extracts of canola
(alcoholic, macerate, aqueous without reserve time and infusion) in the control of
Botrytis cinerea in vitro and in post-harvest of strawberries. Two experiments were
conducted in vitro, being one to evaluate the mycelial growth and another the
germination of conidia. The experimental design for the two experiments was
completely randomized, in a 4 x 5 factorial scheme, and the modes of extraction of
extracts and concentrations (0, 3, 6, 9 and 12 %), in 4 repetitions. In the trial mycelial
growth, the experimental unit was a Petri dish, and a test tube in germination test of
conidia. In post-harvest were tested four types of extracts at a concentration of 16 %.
The experimental design was completely randomized, with 4 repetitions per
treatment, being the plot composed byl0 fruits/tray. The physico-chemical
parameters evaluated were rotting, weight loss, firmness and titratable acidity. The
biochemical analyzes were evaluated total proteins, anthocyanins and flavonoids,
and the activity of the enzyme phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and peroxidases.
The results obtained allowed us to conclude that there was a reduction of mycelial
growth and germination of conidia, as a function of the concentrations, but there were
no differences between the extracts. The greater efficiency of extracts occurred at a
concentration of 8.31 %, in evaluation with 96 hours. For germination, the behavior
was decreasing linear, in other words, the increase of concentrations influenced the
lower germination of conidia. The extracts: alcoholic, maceration and infusion
reduced the rot caused by B. cinerea in post-harvest of strawberries. The extracts
operate in fruits acidity modification, and in the behavior of peroxidases, but they had
no effect on total soluble solids (TSS), pulp firmness, weight loss, anthocyanins,
flavonoids,and activity of the PAL. The results obtained in this work, have
demonstrate the potential of canola in the control of gray mold on post-harvest of
strawberries, as well as the fungus Botrytis cinerea.

Keywords: Brassica napus L. , plant extracts, induction of resistance.
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1 INTRODUGAO GERAL

Até metade do século XIX, o controle de pragas agricolas era realizado
com o uso de produtos naturais. As grandes areas de cultivo de plantas usadas para
esse controle foram destruidas durante a segunda guerra mundial. Dessa forma,
iniciou-se a busca a outros produtos, os sintéticos, que substituissem os defensivos
naturais (BETTIOL e MORANDI, 2009). Essa fase acarretou varias mudangcas no
setor agricola, como a reducdo de praticas de rotacdo e consorcio de culturas,
aumento das areas cultivaveis e da produtividade (SAITO e LUCCHINI, 1998).

Anos mais tarde, os produtores comecgaram a observar que esses
novos defensivos ndo controlavam as pragas por periodo muito longo, além de
eliminar insetos benéficos, inimigos naturais e selecionar organismos resistentes.
Com isso foi necesséario aumentar a quantidade desses produtos, causando cada
vez mais danos ambientais (BETTIOL e MORANDI, 2009).

Na agricultura convencional, os alimentos produzidos geralmente
possuem residuos de produtos quimicos utilizados, pelo ndo cumprimento dos
prazos de caréncia ou, entdo, pela intensidade de aplicacdo desses produtos nas
culturas (SANTOS e MONTEIRO, 2004).

Pesquisas desenvolvidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) em parceria com a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) em 2002
mostraram que o0s niveis de agrotoxicos de 22,7% das frutas, verduras e legumes
produzidos em sistema convencional e distribuidos para a comercializacdo nos
Estados do Parana, Minas Gerais, Sdo Paulo e Pernambuco, estavam acima do
limite permitido pela legislagéo. Das 1.278 amostras de produtos analisados, dentre
eles, o morango, 81,2% continha algum tipo de residuo quimico.

O morango estd entre as quatro hortalicas mais contaminadas por
agrotoxicos pela sua elevada utilizacdo durante a producado (ANVISA, 2010). Isso
deve-se a alta incidéncia de doencas, nas diferentes fases do ciclo desta cultura.
Dentre as doencas que se destacam em pds-colheita sédo a podriddo de Rhizopus,
causada por Rhizopus stolonifer (Ehrenberg: Fries) e o mofo cinzento, causado por
Botrytis cinerea (Pers.: Fr.) (EMBRAPA, 2008).

Os danos por podriddes em poés-colheita podem chegar a 40% em
poucos dias, limitando a comercializacéo, principalmente para lugares mais distantes
(BRACKMANN et al., 1999; BRACKMANN et al., 2001).
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Normalmente o controle de podrides é feito com o uso de fungicidas,
entretanto, ja existem linhagens de patdégenos resistentes a eles. Para reduzir 0 uso
de produtos quimicos no controle de doencas em frutos pos-colheita, dentre elas o
mofo cinzento, obtendo frutos mais saudaveis, varios métodos alternativos vem
sendo testados, como o0 biocontrole, atmosfera controlada e modificada,
armazenamento refrigerado, inducdo de resisténcia e uso de extratos vegetais
(MAZARO et al., 2007; GOUVEA et al., 2007)

Além do potencial fungistatico ou fungicida das plantas, a pesquisa tem
avancado sobre o efeito de extratos vegetais na inducdo de resisténcia para o
controle de fitopatdgenos. As plantas ativam suas defesas atraveés de elicitores,
agentes bidticos ou abioticos, 0s quais podem ser de natureza organica, inorganica
ou sintética, atuando como indutores de resisténcia (STICHER; MAUCH; METRAUX,
1997).

Quanto ao potencial de extratos vegetais, a canola vem despertando
interesse por parte dos pesquisadores no controle de patdgenos, por pertencer ao
género das Brassicas, as quais possuem metabdlitos, como o0s isotiocianatos,
classificados como biocida. Resultados promissores, utilizando extratos de canola,
foram obtidos no controle de fitopatdgenos habitantes do solo (MOCCELIN, 2011).
Apesar desse potencial das Brassicas, ainda existem poucos trabalhos, citados na
literatura, utilizando canola como alternativa de controle de patdégenos.

Com isso, considerando a caréncia de informagdes quanto ao potencial
da canola véarios trabalhos vém sendo realizados pelo grupo de pesquisas da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, utilizando este vegetal no controle de
patébgenos habitantes do solo, da parte aérea e em frutos pés-colheita. Nesses
estudos foram obtidos resultados satisfatérios no controle de oidio (Sphaerotheca
fuliginea Schlecht. ex Fr.) em pepineiro (Cucumis sativus L.) (PIVA, 2013) e no
controle da podriddo parda na pos-colheita em péssego (Prunus pérsica (L.) Batsch)
(FLORES, 2013), com o uso de extratos de canola.

Neste sentido o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial da canola

no controle de Botrytis cinerea e do mofo cinzento em pdés-colheita de morangos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o potencial de extratos de canola no controle de Botrytis cinerea

e seu possivel modo de acéo.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar o potencial de extratos de canola obtidos por extracdo alcodlica,
maceracao, infusdo e aquoso sem tempo de reserva, sobre o crescimento micelial e
germinacao de conidios de Botrytis cinerea;

Avaliar o potencial de extratos de canola obtidos por extracdo alcodlica,
maceracgao, infusdo e aquoso sem tempo de reserva no controle do mofo cinzento
na pos-colheita de morangos;

Avaliar o potencial de extratos de canola obtidos por extracdo alcodlica,
maceragdo, infusdo e aquoso sem tempo de reserva, sobre os parametros
fisico-quimicos dos pseudofrutos de morangos, doravante somente chamados de
pseudofrutos; e

Analisar o potencial dos extratos de canola no processo de inducéo de

resisténcia nos pseudofrutos.
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3 EMBASAMENTO TEORICO

3.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A CULTURA DO MORANGUEIRO

O morangueiro pertence a familia das Rosaceae e ao género Fragaria,
sendo originario do Chile e da América do Norte. O cultivo do morangueiro iniciou-se
apos o século X1V, guando varias espécies de Fragaria comecaram a ser cultivadas
nos jardins europeus, com finalidade medicinal e ornamental. Esta hortalica possui
uma grande capacidade de adaptacdo a varios ambientes, podendo ter assim, uma
grande distribuicdo a nivel mundial (LARSON, 1994).

A producédo mundial de morangos é de 3,1 milhdes de toneladas, tendo
como destaque os Estados Unidos da América (EUA) como os maiores produtores,
seguido da Espanha e Russia (DUARTE FILHO et al., 2007; AGRIANUAL, 2008).

No Brasil, a producédo de morangos se difunde pelas regifes de clima
temperado e subtropical (OLIVEIRA e SCIVITTARO, 2009), sendo quase toda
producgédo voltada ao consumo interno, sendo cerca de 70% destinado ao consumo
in natura (ANTUNES e REISSER JUNIOR, 2007).

O cultivo brasileiro de morangos é realizado predominantemente em
pequenas propriedades rurais, com mao de obra familiar (CAMARGO et al., 2008),
tendo como os maiores produtores os Estados de Minas Gerais (MG), Sado Paulo
(SP), Rio Grande do Sul (RS), Parana (PR) e Santa Catarina (SC), respectivamente,
sendo que o estado de MG, no ano de 2011, teve uma producdo de 87,7 mil
toneladas de morango, em uma area de 1.874,5 hectares (CARVALHO, 2012).

As qualidades do morango séo avaliadas pela aparéncia, valor
nutritivo, sabor e odor. A pigmentacdo dos frutos indica a sua maturacdo. As
antocianinas sao responsaveis pela coloracdo caracteristica da maturacdo de
morangos (DOMINGUES, 2000).

A sacarose, a frutose e a glicose sao os principais agucares presentes
nesses frutos (CHITARRA e CHITARRA, 2005). Os aumentos dos teores de
acucares dos frutos aumentam a medida que a maturacao do fruto avanca, e isso se
deve a transformacdo do amido em acUcares simples como frutose e glicose.
(GIARDI et al., 2002).
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3.2 DOENCAS EM POS-COLHEITA DE MORANGOS

Uma das caracteristicas naturais do morangueiro € ser muito perecivel,
na pés-colheita, sendo que as podriddes podem agravar a situagdo, principalmente
as causadas pelos patdgenos R. stolonifer, e Penicillium digitatum (Pers.) Sacc e B.
cinerea (BAUTISTA-BANOS et al., 2003).

O fungo B. cinerea agente causal do mofo cinzento, representa a fase
assexuada do fungo Botryotinia fukeliana (De Bary). Este patdgeno quando isolado
em meio de cultura, suas colonias apresentam coloragdo acinzentada, produz
conidios medindo entre 11 um a 11-15 pm (MAAS, 1998; TANAKA, 2002).

E um patogeno saprofita em matéria organica e de dificil controle
(MORANDI e MAFFIA, 2005). A grande producdo de enzimas e toxinas desse
patdgeno facilita a sua ocorréncia em varios géneros de plantas (KAMOEN, 1992).

Umidade em tordo de 90% e temperaturas entre 15 e 25 °C favorecem
o desenvolvimento do patégeno (ALFENAS et al., 2004), sendo que a germinacao &
favorecida a 30 °C (JARVIS, 1989), e temperaturas entre 10 e 15 °C, favorecem a
formacao de esclerddios (SHAUL et al., 1992).

Em casas de vegetacdo, a presenca de agua livre é uma das
condicbes favoraveis que garantem a infeccdo por B. cinerea. O aumento da
circulacao de ar, seja abrindo as cortinas, utilizando equipamentos para ventilacao,
tendo maior espacamento entre plantas, ou fazendo irrigacdo por gotejamento,
reduz-se o filme de agua que se deposita sobre a planta, dificultando assim a
infeccdo do patébgeno (MORANDI E MAFFIA, 2005).

A infeccao se inicia em tecidos debilitados e, posteriormente, os tecidos
saudaveis dos frutos séo infectados (GOUVEA, 2007). A doenca pode ocorrer desde
folhas, botbes florais e até mesmo frutos verdes. Além disso, os sintomas do mofo
cinzento podem variar dependendo do hospedeiro e do érgdo vegetal atacado e das
condicdes climaticas.

Em frutos verdes as lesdes sdo marrons, mas na maioria das vezes, 0s
sintomas sO aparecem no periodo de seu amadurecimento, ficando as lesdes
recobertas por um mofo acinzentado, que correspondem as estruturas de
reproducdo do patdgeno, recobrindo toda superficie do fruto em pouco tempo
(HELBIG, 2001; GOUVEA, 2007).
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Os sintomas nas pétalas podem resultar em podriddo mole, embora o
tipo de hospedeiro e condi¢cbes climaticas favoraveis possa mumificar os botdes
florais. A presenca do patégeno em folhas é marcada pelo surgimento de manchas
marrons (MORANDI e MAFFIA, 2005).

E um patégeno de dificil controle, por ser cosmopolita, polifago e
possuir potencial de desenvolver epidemias rapidas e severas. Na auséncia de
hospedeiros, forma estruturas de resisténcia chamadas esclerodios (MORANDI E
MAFFIA, 2005).

No entanto, préaticas sanitarias podem reduzir in6culo deste patdgeno,
prevenindo com isso, a disseminacdo do patdogeno para plantas sadias. Estas
praticas sdo feitas por meio da remocdo de restos culturais, tais como folhas
infectadas ou outros 6rgaos, uma vez que este patdgeno esporula abundantemente
neles. Com isso, os esporos do fungo podem ser transportados por agentes bibticos
ou abidticos a longas distancias, causando assim novas infeccdes (MORANDI e
MAFFIA, 2005).

Predominantemente, o controle de podriddes causadas por esse
patdégeno € realizado com o uso intensivo de produtos quimicos, o que tem gerado
problemas de ordem ambiental, alto custo de producédo, resisténcia dos patdégenos
aos fungicidas, intoxicacdes, tanto em trabalhadores quanto em consumidores
(TANAKA, PASSOS, BETTI, 1997; FERNANDES Jr. et al., 2002).

Os benzimidazois e dicarboximidas eram os fungicidas especificos
para o controle do mofo cinzento, mas por terem sido usados indiscriminadamente
no controle deste patdgeno, perderam sua importancia, pelo surgimento de isolados
resistentes a eles (FARETRA et.,al 1989; GULLINO, 1992).

Com isso, torna-se necessério entdo, o desenvolvimento de novas
alternativas como a utilizagdo de produtos naturais e biodegradaveis, na
conservacao dos frutos, para evitar tais problemas.

A reducdo das perdas poés-colheita também pode ser feita diminuindo
danos mecanicos e mantendo os frutos armazenados de forma adequada, com alta
concentragéo de CO, e em baixa temperatura (MAZARO et al, 2008b).

Outro mecanismo de controle, desse patdgeno, € alteracdo de
temperatura, como evidenciado por Elad e Volpin (1991), ao imergirem botdes de
rosa em agua a 50°C por 20 a 40 segundos, provavelmente ressaltam eles, o

tratamento térmico alterou o tecido do 6rgéo, tornando-o mais resistente.
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Em pés-colheita de uvas de mesa, o tratamento com vapor quente a
52,2 °C entre 21 e 24 minutos, reduziu em até 95% na podriddo de bagas, podendo
assim esse método substituir o uso de SO, nas embalagens desses frutos, com a
ventagem de ndo permanecerem com residuos toxicos (LYDAKIS e AKED, 2003).

O manuseio da nutricdo dos morangueiros também pode contribuir
para reduzir a incidéncia desse patogeno. O calcio aumenta a producéo de pectina,
tornando os frutos mais rigidos e, consequentemente, mais resistentes ao ataque de
patégenos (LARA et al., 2004).

A aplicacdo de substancias em pré e poés-colheita podem controlar
doencas, aumentando a longevidade e qualidade de frutos, botdes florais e outros
produtos de interesse comercial, como evidenciado em trabalho desenvolvido por
Ben-Shalom et al. (2003), quando aplicaram 50 ppm de quitosana, em plantas de
pepino, antes da inoculacdo com B. cinerea, obtendo uma reducgéo significativa no
desenvolvimento do mofo cinzento. Mazaro et al. (2004) ao plicarem quitosana e
Acibenzolar-S-Metil em pré-colheita de morangos, também observaram que houve
uma reducédo de podriddo em frutos pos-colheita.

Gouvea (2009) utilizando levedura de Sacaromices cerevisiae Meyen,
obteve um resultado satisfatorio na reducdo da incidéncia do mofo cinzento em
pos-colheita em morangos.

O uso de produtos biolégicos como os extratos vegetais, vem se
destacando como uma das técnicas mais utilizadas para o controle de patdégenos.
Dentre os extratos vegetais, o extrato de canola vém despertando interesse, sendo
empregado no controle de fitopatdgenos habitantes do solo, de partes aéreas e em
frutos pds-colheita (MOCCELIN, 2011; PIVA, 2013; FLORES, 2013).

3.3 USO DE EXTRATOS VEGETAIS NO CONTROLE DE PODRIDOES DE
FRUTOS EM POS-COLHEITA

Varias consequéncias sdo observadas em virtude do uso excessivo de
produtos quimicos para o controle de patdogenos de frutos pos-colheita, ou mesmo
de qualquer outro tecido vegetal, por provocar efeitos nocivos ao meio ambiente,

animais e ao homem (SILVA et al., 2006).
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Devido a isso, é de suma importancia a busca de novas alternativas de
controle de doencas em plantas, que sejam eficientes e a0 mesmo tempo menos
agressivas tanto para a saude humana quanto para o equilibrio do ecossistema
(ROMEIRO, 1999).

Varios trabalhos utilizando extratos vegetais ja foram realizados no
controle de patdégenos. Jamal et al. (2008) ao testarem a acao de extratos etandlicos
brutos de Alternanthera dentata, Alternanthera tenella, Lippia alba, Plantago major,
Solanun cordifolium, Cecropia glaziovii e Helenium amarum, sobre o crescimento
micelial de Colletotrichum musae (Berk & Curt.), agente causal da antracnose ou
podridao pés-colheita da banana, constataram que apenas 0s extratos das espécies
vegetais H. amarum, A. dentata, L. alba e S. cordifolium inibiram o crescimento
micelial do patégeno.

Em outro estudo Ribeiro e Bedendo (1999) ao testarem vdrias
concentracbes de extratos aquosos de bulbilhos de alho, folhas de hortelda e
mamona e frutos de pimenta, adicionados em meio de cultivo BDA fundente,
observaram que as concentragbes de 200 a 10000 ppm inibiram o crescimento
micelial de Colletotrichum gloeosporioides (Penz), agente causal da podriddao do
mamoeiro. Ja, 0s extratos aquosos de horteld, mamona e pimenta, nas
concentracfes de 200 a 10000 ppm, também inibiu a producédo de conidios deste
patdgeno.

Pedroso et al. (2009) também ao testarem extratos aquosos de arruda
(Ruta graveolens), louro (Laurus nobilis), alho (Allium sativum) e manjericao
(Ocimum basilicum) adicionados ao meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), nas
concentragdes de 0; 10; 20 e 30% sobre o crescimento micelial de Alternaria solani
(Ellis y Martin) Jones y Grout, verificaram que a partir da concentragdo de 10% ja
houve inibicdo do crescimento micelial do patégeno.

J4, Venturoso et al. (2011) ao testarem as concentracdes de 0; 0,5; 1;
5; 10 e 20% de extratos aquosos de canela, cravo-da-india e alho in vitro, sobre o
crescimento micelial de Cercospora kikuchii (Matsu & Tomov) Gardner, Fusarium
solani (Mart.), Colletotrichum sp. e Phomopsis sp. Constataram que 0 extrato aquoso
de alho, na concentracdo de 9,7%, teve efeito apenas no crescimento micelial do
fungo C. kikuchii. Para os outros patdégenos, o extrato aquoso de canela e alho
apresentaram maior atividade antifingica com o aumento das concentracdes. O

extrato de cravo da india controlou o crescimento micelial de Colletotrichum sp., C.



19

kikuchii, F. solani e de Phomopsis sp., a partir das concentrages de 7,4, 7,5, 8,9 e
7,0%, respectivamente.

Extratos aquosos de cancarosa (Jodina rhombifolia), carqueja
(Baccharis trimera), cinamomo (Melia azeradach), louro (Laurus nobilis) e
pitangueira (Eugenia uniflora) também foram testados sobre o crescimento micelial
de C. gloeosporioides. Os extratos de carqueja e cinamomo foram os mais
eficientes, na concentracdo de 20% no decorrer das avaliacdes, iniciadas em 24 h
apos a implantacdo do experimento e com término as 96 h (MILANESI et al., 2009).

Souza et al. (2010) também ao avaliarem o efeito de doses crescentes
(0; 5; 10; 20 e 40%) de extrato aquoso de Arrabidaea bilabiata Sandwith sobre o
crescimento micelial e producdo de esclerédios de Sclerotium rolfsii (Sacc) e
esporos de Corynespora cassiicola (Berk. & Curtis) Wei, verificaram que ndo houve
controle do crescimento micelial de C. cassicola mesmo na concentragcdo mais alt de
extrato pré-estabelecida neste estudo. No entanto, a dose de 40% reduziu em 50% o
tamanho da coldnia do fungo S. rolfsii, e a esporulacdo de C. casiicola, nas doses 20
e 40% em 62% e 70% respectivamente, em relagéo ao tratamento testemunha.

Gouvea (2009), avaliou o efeito de diferentes preparacdes de
Saccharomyces cerevisiae Meyen, sobre o desenvolvimento do mofo cinzento, flor
preta, mancha de dendrofoma, mancha de micosferela, em morangueiro durante o
desenvolvimento da cultura e em pos-colheita dos frutos, indicando que S.
cerevisiae € um agente com potencial de biocontrole.

Acidos fendlicos (cinamico, ferdlico, gélico, salicilico e vanilico) e sais
inorganicos (bicarbonato de sédio, carbonato de potassio e cloreto de célcio) foram
testados no controle de podridées e na germinacdo de conidios de B. cinerea,
agente causal do mofo cinzento e Penicillium expansum (Link) Thom, agente causal
do bolor azul, em frutos de macés, nas concentracdes de 1; 2,5; e 5 mM e 0,75%;
1,5% e 3%, respectivamente. Os acidos cinamico e salicilico nas doses 2,5 e 5 mM,
inibiram completamente a germinacéo dos conidios dos patégenos. Somente o acido
salicilico controlou a doenca causada por P. expansum. Dentre os acidos
inorganicos, nas doses de 1,5% e 3%, o bicarbonato de sodio e o carbonato de
potassio inibiram quase 100% da germinacéo dos conidios dos dois patégenos. No
controle de podriddes, o cloreto de calcio teve o melhor resultado. Portanto no

controle do bolor azul, apenas o acido salicilico reduziu a severidade da doenca nos
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frutos. Os &cidos cindmicos e salicilicos e os sais bicarbonato de sédio e carbonato
de potassio tiveram efeito fungicida sobre o mofo cinzento (NETO, 2011).

Extratos de outros vegetais ja foram testados com o objetivo de
controlar B. cinerea, como evidenciado por Camatti-Sartori et al. (2011) ao testarem
extratos acéticos e etanolicos de alecrim (Rosmarinus officinalis), cavalinha
(Equisetum giganteum, L.), gengibre (Zingiber officinale), alho (Allium sativum, L.),
camomila (Matricaria recutita), louro (Laurus nobilis), manjericdo (Ocimum
basilicum), menta (Mentha sp) e eucalipto (Eucalyptus globulus), sobre o
desenvolvimento de Fusarium sp. e Botrytis sp., isolados de flores de Gerbera sp. e
Rosa sp. com sintomas de doenca. O extrato etandlico de camomila inibiu em 52% o
crescimento micelial de Fusarium sp. Botrytis sp. foi inibido com os extratos acéticos
de menta, eucalipto e alecrim.

Extrato bruto aquoso de gengibre (Zingiber officinalis), reduziram
significativamente a producao de esclerddios e o crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary, agente causal do mofo branco em alface (RODRIGUES
et al., 2007).

A forma de preparacao de extratos vegetais pode variar de acordo com
a parte da planta utilizada, ou entdo do tipo de metabdlito que se pretende obter,
deixando o material vegetal em contato com um liquido extrator, normalmente agua
ou alcool. Podem ser utilizadas plantas verdes ou secas, através de maceracéo,
infusdo, decoccgéo.

3.4 UTILIZACAO DE BRASSICAS NO CONTROLE DE DOENCAS DE PLANTAS

Entre os varios representantes do género das Brassicas encontra-se a
canola pertencente a familia das brassicaceae. Esta espécie vegetal € uma
oleaginosa com potencial de incorporacdo nos sistemas de producdo de graos
brasileiros, sendo que as duas espécies de canola que dominam a produ¢do sao
Brassica napus L. e Brassica rapa L. (EMBRAPA, 2007), sendo apenas a primeira
cultivada no Brasil. Esta espécie foi desenvolvida no Canada a partir do
melhoramento genético da colza, por apresentarem teores de glucosinolatos e acido

erdcico em seus graos mais elevados (TOMM et al., 2009).
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O metabolismo secundario das Brassicas produz compostos
conhecidos como glucosinolatos, que se acumulam nos tecidos desses vegetais,
sendo responsaveis pelo sabor e odor caracteristicos do género e ainda pela
protecdo contra o ataque de insetos e doencas (DAS; TYAGI; KAUER, 2000; TAIZ,
ZEIGER, 2004).

Ja foram identificados mais de 120 glucosinolatos. Estes glucosinolatos
apresetam diferentes estruturas e sao classificados como heterociclicos
glucosinolatos, hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos (BERNARDI, 2003;
OERLEMANS et al.,, 2006). A quantidade desses compostos produzidos pelas
plantas depende do local de cultivo e da espécie (SULTANA et al.,, 2002), pois
fatores ambientais podem interferir nos teores de producdo desses compostos,
assim como o potencial de cada espécie em produzi-los pode ser diferente. Por
exemplo, Brassica juncea (mostarda da india) e Brassica napus (canola), sédo
espécies que apresentam alto teor de glucosinolatos em seus tecidos
(KIRKEGAARD, 1996; GIMSING et al., 2006).

Esse género produz uma enzima chamada mirosinase responsavel
pela hidrélise dos glucosinolatos, formando gases como nitrilas, isotiocianatos,
tiocianatos, com caracteristicas inseticidas, nematicidas e fungicidas (BLOK et al.
2000; MITHEN, 2001; MORRA e BOREK, 2010).

Esses gases podem apresentar efeito na inibicdo do crescimento
micelial de alguns patdégenos, como evidenciado em trabalho desenvolvido por
Kirkegaar et al. (1996) que ao testarem extratos das espécies B. napus e B. juncea
sobre o desenvolvimento micelial de R. solani e Phytium irregulare.

A partir da fumigacdo do solo com Oleo essencial da mostarda,
composto de 90% de isotiocianato de alila (ITCA), foi possivel controlar a epidemia
da murcha de fusario, causada por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, em
tomateiro (LAGE, 2009).

Moccelin (2011) utilizando farelo de canola e mostarda em ensaio, in
vitro, também verificou efeito positivo desses produtos na reducdo do crescimento
micelial de P. aphanidermathum, R. solani e S. rolfsi. Aléem disso, esse autor ao
incorporar folhas de repolho no solo, constatou que essa espécie vegetal também
reduziu significativamente as doencas ocasionadas por P. aphanidermathum em

pepino.
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Além da utilizacdo das Brassicas no controle de fitopatégenos
habitantes do solo, trabalhos mais recentes e promissores foram realizados por
Flores (2013). Este autor ao testar varios extratos vegetais, entre eles o de canola,
obtidos por diferentes formas de extragéo (infusdo, alcodlico, maceragdo e aquoso
sem tempo de reserva) no controle da podriddo parda em pos-colheita de péssego,
causada por Monilinia fructicola, na germinacdo de conidios e no crescimento
micelial deste patdgeno, constatou que todos os tratamentos testados reduziram
significativamente o crescimento micelial, a germinacdo de conidios e a podriddo
parda. Resultados similares foram obtidos por Piva (2013) ao avaliar os mesmos
extratos de canola, porém no controle de oidio em pepineiro, constatou novamente

gue o extrato de canola teve efeito na reducédo da doenca.

3.5 INDUCAO DE RESISTENCIA EM PLANTAS A PATOGENOS

As plantas apresentam fatores de resisténcia contra o ataque de
agentes externos, como patdgenos. Os fatores pos-formados sao ativados ou
produzidos na presenca de um patdgeno, jA os pré-formados estdo presentes no
vegetal antes mesmo do contato com estes (TAIZ & ZEIGER, 2004). Os fatores se
subdividem em estruturais, atuando como barreiras fisicas e bioquimicos que
produzem substancias toxicas aos patdogenos ou criam condicdes adversas a eles,
dificultando sua disseminacédo na planta (PASCHOLATI & LEITE, 1994).

Elas podem ativar suas defesas atraves de elicitores, agentes bidticos
ou abidticos, os quais podem ser de natureza organica, inorganica ou sintética,
atuando como indutores de resisténcia (STICHER; MAUCH; METRAUX, 1997).

Quando um eliciador entra em contato com os tecidos vegetais, inicia a
sintese de substancias que atuam como sinais bioquimicos, os quais se difundem
por todo vegetal, ativando genes de resisténcia (BECKER e SPOEEL, 2006; VAN
LOON et al.,1998).

Insetos, virus, bactérias e fungos sdo alguns exemplos de agentes
biéticos, responséaveis pela ativacdo de defesa sistémica ou localizadas nas plantas
(DUKE et al., 1987).
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Em 1901, Ray e Beauverie descrevem o primeiro relato de inducéao de
resisténcia em begobnia, utilizando esporos atenuados de B. cinerea, e relacionando
a inducdo com as condi¢cdes ambientais de cultivo (VALLAD & GOODMAN, 2004).

No Brasil foram desenvolvidos os primeiros estudos sobre inducéo de
resisténcia das plantas em 1970, no Instituto Bioldgico de S&o Paulo, utilizando
Saccharomyces cerevisiae, goma xantana, Bacillus thuringiensis e ureddsporos
inativados de Hemileia vastatrix, contra Hemileia vastatrix em cafeeiro (BONALDO,
PASCHOALATI; ROMEIRO, 2005).

Terry e Joyce (2004), classificam a indug&o de resisténcia provocada
pelos elicitores, em resisténcia local adquirida (RLA), resisténcia sistémica induzida
(RSI) e resisténcia sistémica adquirida (RSA).

A Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA - Systemic Acquired
Resistance) geralmente € induzida por patdégenos ou ativadores quimicos, e envolve
varios mecanismos como: resposta de hipersensibilidade, acumulo de Proteinas
Relacionadas com Patogénese (PRPs) formacéo de papilas, lignificacdes, ativacao
de enzimas como peroxidases e a fenilalanina amonia-liase (FAL) (LEE et al., 1995;
DURRANT & DONG, 2004; STICHER et al., 1997; CAVALCANTI et al., 2005).

Nos espacos intercelulares das células vegetais encontram-se as
proteinas acidas (PRPSs), ja as basicas estdo presentes também no vacuolo (HEIL &
BOSTOCK, 2002). Entre as PRPs mais estudadas estéo as (3-1,3-glucanases (PR-2)
e as quitinases (PR-3) que hidrolisam os polimeros estruturais encontrados nas
paredes dos patogenos (LABANCA, 2002).

Na hipersensibilidade, ocorre necrose ao redor do tecido vegetal
atacado pelo patégeno, sem afetar o restante do vegetal (TAIZ & ZEIGER, 2004). A
lignificacdo estabelece barreiras mecénicas ao patégeno, modificando a parede
celular, tornando-a mais resistente contra o ataque das enzimas hidroliticas e
evitando a difusdo de toxinas produzidas pelo patdgeno, evitando assim seu
crescimento e avancgo para os tecidos vegetais (PASCHOLATI & LEITE, 1994).

Um grupo de glicoproteinas chamada peroxidases, nao possuem acao
direta na RSA, mas a alteracéo de sua atividade indica alteracdo no metabolismo da
planta, pois atuam na catalizacdo da producdo de lignina, destruicdo peroxidativa de
reguladores de crescimento, além de atuarem sobre as espécies ativas de oxigénio
(EAOSs), livrando a célula de seu efeito deletério (LABANCA, 2002).



24

A fenilalanina amonia-liase (FAL) é encontrada nas membranas dos
tilacéides dos cloroplastos, e por estar situada num ponto de ramificacdo entre o
metabolismo primario e secundario, e por catalizar a etapa que regula a formacao
de compostos fendlicos, provavelmente, seja a enzima mais estudada do
metabolismo secundério das plantas (TAIZ & ZEIGER, 2004). A FAL esta envolvida
no processo de formacéao de lignina, flavonoides, cumarinas e ésteres (CAVALCANTI
et al., 2005).

Os compostos fendlicos vegetais como os flavonoides e lignina
possuem acdo antimicrobiana, outros atuam como atrativos de agentes
polinizadores, na defesa contra herbivoria, reducdo do crescimento de plantas
competidoras, entre outras funcdes (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Com a vantagem de ndo poluirem o meio ambiente, tanto 6leos
essenciais quanto extratos vegetais, tém demonstrado grande potencial no controle
de patdégenos, como relatado por Mazaro et al. (2008a), utilizando diferentes
preparados com folhas de pitangueira (Eugenia uniflora), identificaram que estes
possuem potencial de indutor de fitoalexinas gliceolinas em cotilédones de soja,
sendo o controle proporcional ao aumento das concentracdes dos preparados e que
0 Oleo essencial desta planta apresenta efeito na inducéo de fitoalexinas superior
aos demais preparados.

Reuveni (1999), ao inocular uma suspensao de esporos de
Plasmopora viticola, agente causal do mildio, em videiras, verificou uma resposta de
protecdo contra outro patdgeno da cultura, o Uncinula necator, tendo uma reducao
na taxa de germinacao dos conidios.

A levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta elicitores em sua
parede celular, fato que levou cientistas desenvolverem pesquisas envolvendo essa
levedura, na tentativa de controlar doencas em plantas, como demonstrado por
Martins et al. (1986), aplicando filtrado do extrato de S. cerevisiae em folhas
destacadas de café Mundo Novo, 72 horas antes da inoculagdo com H. vastatrix,
agente causal da ferrugem alaranjada, verificaram uma reducdo significativa da
doenca, comprovando a inducao de resisténcia ao patdgeno.

Extrato de casca de café e acibenzolar-S-metil induziram resisténcia
em mudas de cafeeiro contra C. coffeicola (PEREIRA et al., 2008).

Foi verificado por Swinburne et al. (1975), que filtrados de Bacillus

subtilis, uma bactéria gram-positiva, controlaram Nectria galligena, agente causal da
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escaldadura foliar da macieira, bem como observado por Vasudeva e Chakravarthi
em 1954, no controle de Alternaria solani, agente causal da pinta preta da batata.

O A&cido salicilico (AS), um composto fendlico muito utilizado na
medicina humana, tém demonstrado interesse cientifico como indutor quimico de
resisténcia, como relatado em trabalho desenvolvido por Dat et al. (1998), sob a
aplicacdo de AS exdgeno em folhas de Sinapsis alba, resultou em niveis elevados
de H,O, endogeno, comprovando sua importancia como ativador de rotas
metabdlicas, na autodefesa vegetal.

Estudo conduzido por Latunde-Dada e Lucas (2001), demonstrou que 0
aumento da resisténcia dos tecidos, induzidos por ASM em plantas de Vigna
unguiculata inoculadas com Colletotrichum destructivum, esteve associado com 0
aumento da atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase (FAL) e chalcona
isomerase (CHI), provocando acumulo de flavonoides, faseolidina e kievitonas.

Outra substancia importante no metabolismo vegetal € o acido
jasmoénico (AJ), encontrado em todos os 0Orgaos, participando nos fenbmenos de
abertura e fechamento de estdmatos, crescimento de raizes, entre outros (STICHER
et al.,1997).

Indutores fisicos como a temperatura, também possui efeito na inducéo
de resisténcia, como sugerido por Ergon et al. (1998), que baixas temperaturas
(12-18°C) induzem a producao de proteinas — RP, tendo um efeito condicionante em
trigo.

Mazaro et al. (2008), relatam que a aplicacdo de quitosana nas doses
de 0,5; 1,0 e 2,0%, reduziu a podriddo em poés-colheita de morangos, ativou a
resisténcia das plantas, além de retardar a maturacdo dos frutos, manteve firmeza
de polpa e acidez titulavel, e reduziu perda de massa, apesar da dose 2,0% ter
aumentado a taxa respiratoria e o teor de acucares redutores, causando danos nos
frutos. Ja a aplicacdo de ASM, reteve acidez titulavel e podriddo dos pseudofrutos,
na dose de 0,0025%, e nao interferiu na qualidade dos morangos.

A adicdo de silicato de so6dio na proporcdo de 2 ml/litros de solo,
induziu resisténcia do sorgo ao pulgao-verde (MORAES e CARVALHO, 2002).

Quitosana e preparados de Eugenia uniflor induziram fitoalexinas
gliceolinas em cotilédones de soja, em resposta ao aumento das concentragdes, no
entanto o 6leo essencial teve um efeito superior aos demais preparados, dessa

forma podem ser utilizados como indutores de resisténcia (MAZARO et al., 2008).
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Derivados aquosos de avenca possuem ativaram mecanismos de
defesa em soja e em sorgo, sendo que o extrato obtido por decocc¢ao teve um efeito
mais significativo, em relacéo aos obtidos por infusdo e maceracdo (MEINERZ et al.,
2008).

Resultados obtidos por Guginski et al. (2011) demonstraram que 0
metabolismo secundéario das plantas submetidas a tratamentos com extratos de
canola, foram ativados promovendo a inducédo de resisténcia contra fitopatdgenos.
Isso pode ser um indicativo de que os extratos de canola podem induzir a resisténcia

de morangos contra B. cinerea.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no ano de 2011 no Laboratério de
Microbiologia e Fitopatologia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana —
UTFPR, Campus de Pato Branco, e no ano de 2012 no Laboratério de Fitossanidade
da UTFPR — Campus Dois Vizinhos.

4.1 OBTENCAO DAS PLANTAS DE CANOLA

Para a realizacdo dos experimentos em 2011 foram utilizadas plantas
de canola “Hyola 60", obtidas de lavouras da regido de Pato Branco, no estadio de
florescimento. Logo ap6s a colheita das plantas, estas foram selecionadas,
eliminando-se as partes doentes e danificadas. Em seguida, as plantas foram
colocadas em bandejas de aluminio e levadas para estufa de secagem a 45°C até
atingirem peso constante.

Apoés, estas foram armazenadas em sacos plasticos na auséncia de luz
até sua utilizacdo. Ja, as utilizadas para a montagem dos experimentos em 2012
foram da mesma cultivar, porém, estas foram cedidas pela EMBRAPA Passo Fundo,

ja desidratadas e provenientes, da regido de Passo Fundo - RS.

4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS DE CANOLA

a) Extrato alcodlico: para obtencdo deste extrato, 80 gramas de
material vegetal picado de canola desidratados e 420 ml de &lcool de cereais foram
colocados em um frasco tipo Becker e armazenado por 48 h na auséncia de luz, a
temperatura ambiente (+/- 25°C). Apos este periodo, o extrato vegetal, foi filtrado,
obtendo-se um total de 380 ml.

Na sequéncia foi removido o etanol presente na solugdo por meio do
evaporador rotativo por 1 hora e 30 minutos a temperatura de 60 °C. O restante do
residuo da evaporacdo (30 ml) foi dissolvido em agua destilada até completar o

volume da solucéo de 380 ml.
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4.2.2 Extratos aquosos

a) Infusdao: Em um pote plastico foram adicionados 420 ml de agua
destilada aquecida a 100°C sobre 80 gramas de material vegetal desidratado picado.
Em seguida, o pote plastico foi fechado, e armazenado por 20 minutos, na auséncia
de luz, a temperatura ambiente (+/- 25°C).

Apés o extrato vegetal foi filtrado em dupla camada de gaze,

obtendo-se 170 ml.

b) Maceracao: trituraram-se em liquidificador, em velocidade média, 80
gramas de material vegetal desidratado, com 420 ml de &agua destilada fria. O
extrato foi transferido para um pote plastico, onde permaneceu em repouso por 8 h,
na auséncia de luz e a temperatura ambiente (+/- 25°C). Em seguida, o extrato

vegetal foi filtrado em dupla camada de gaze, obtendo-se 200 ml.

c) Aquoso sem tempo de reserva: para a obtencdo deste extrato,
trituraram-se em liquidificador, em velocidade média, 80 gramas de material vegetal
desidratado, com 420 ml de agua destilada fria. Logo em seguida, o extrato vegetal
foi filtrado em dupla camada de gaze, obtendo-se 350 ml.

A concentragédo inicial dos extratos de canola obtidos pelos diferentes
modos de extracdo foi de 16%. A partir desta concentracdo foram realizadas
diluicdes com agua destilada, obtendo-se as demais concentracdes de 3; 6; 9 e
12%.

4.3 OBTENCAO E ISOLAMENTO DO PATOGENO

O fungo Botrytis cinerea utilizado neste estudo, foi isolado de morangos
gue apresentavam sintomas caracteristicos da doenc¢a, mofo cinzento, previamente
obtido de supermercados, no municipio de Pato Branco - PR.

Ap6s a obtencdo da cultura pura do patégeno, este foi repicado em
placas de Petri contendo meio de cultivo Batata Dextrose Agar (BDA) e armazenado

em geladeira a 4 °C até a sua utilizacao.
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4.4 MONTAGEM DOS EXPERIMENTOS IN VITRO

4.4.1 Acao dos extratos (aquosos e alcoolico) de canola sobre crescimento micelial
de Botrytis cinerea

No centro de cada placa de Petri contendo meio de cultivo BDA, foi
depositado um disco de 0,5 cm de didmetro contendo micélio do fungo B. cinerea
previamente crescido por 7 dias em placas de Petri contendo meio de cultivo BDA.
Em seguida as placas foram abertas e com pipeta automatica foram adicionados 2
ml dos respectivos extratos de canola e concentracdes, nas tampas das placas.
Logo apods, as placas foram fechadas de maneira invertida. Deste modo, n&o
ocorreu contato entre os extratos e o patdégeno. As placas foram armazenadas a
temperatura de 24 °C e um fotoperiodo de 12 h, em camaras de crescimento. As
mensuracdes do crescimento micelial do patégeno foram realizadas com régua
graduada, 96 h apds a implantacdo do experimento.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 x 5 (métodos de extracdo: alcodlica, infusdo, maceracao e
aguoso sem tempo de reserva, concentracdes: 0; 3; 6; 9 ou 12%), com quatro
repeticdes. A unidade experimental foi uma placa de Petri com 9 cm de diametro. Na

concentracdo zero utilizou-se agua destilada.

4.4.2 Acao dos extratos (aquosos e alcoolico) de canola sobre a germinacéo de
conidios de Botrytis cinerea

Para a montagem deste experimento foram utilizados tubos de ensaio
com tamanho de 15 cm x 160 mm. Em cada tubo foi adicionado 20 ml dos
respectivos extratos de canola e concentracdes, citadas anteriormente, e 1 ml de
suspensdo de 10° conidios/ml, que apés ser diluida no extrato, passou a ter uma
concentragcdo de 5 x 10° conidios/ml do patégeno. Os tubos foram vedados, com
papel fiime e armazenados a temperatura de 24°C com fotoperiodo de 12 h. As
avaliagbes de germinacgdo de conidios foram realizadas 9 h apds a implantacdo do
experimento.

Para avaliacdo da germinacéo foram pipetados 40 pl de cada tubo de

ensaio sobre uma lamina de microscépio e observadas em microscopio Optico, no
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aumento de 40 X. Foram avaliados 60 conidios por tubo de ensaio, sendo
considerados germinados, os que emitiram tubo germinativo com tamanho maior ou
igual a duas vezes o diametro original do conidio.

Durante a avaliagdo, buscando reduzir a germinagéo de conidios, os
tubos de ensaio referentes as demais parcelas foram mantidos em geladeira a 4 °C.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em fatorial 4
x 5 (métodos de extracdo: alcodlica, infusdo, maceracdo e aquoso sem tempo de
reserva, concentracdes: 0; 3; 6; 9 e 12%), com quatro repeticbes. A unidade

experimental foi um tubo de ensaio. Na concentracdo zero utilizou-se agua destilada.

4.5 POS-COLHEITA

4.5.1 Avaliacédo de podridées em pdés-colheita de morangos

Para os experimentos do ano 2011 foram utilizados morangos sadios
“Camarosa”, oriundos de uma propriedade rural organica do municipio de Novo
Horizonte (SC). Apos a colheita, os pseudofrutos foram selecionados de acordo com
a maturidade, eliminando-se o0s danificados e retirando-se as sépalas dos
pseudofrutos, com o objetivo de reduzir a fonte de inéculo.

Neste estudo testaram-se 0s quatro tipos de extratos, como descrito no
item 4 (extrato alcoolico, infusdo, maceracdo e aquoso sem tempo de reserva) na
concentracdo de 16%, sendo que para o tratamento testemunha utilizou-se agua
destilada. Os pseudofrutos foram imersos nos diferentes extratos em frasco tipo
becker por trés minutos, e em seguida, foram colocados sobre papel toalha em
bancada e secos a temperatura ambiente (+/- 25°C). Apds seis horas, 0s
pseudofrutos foram inoculados com B. cinerea, previamente crescido em placas de
Petri contendo meio de cultivo BDA, pulverizando-se com uma suspensao aquosa
calibrada para 10° conidios/ml, até o ponto de escorrimento. Na sequéncia, os
morangos foram colocados individualmente sobre um suporte plastico cilindrico de
PVC, de 2 cm de diametro, 1 cm altura, e, posteriormente, acondicionados em
bandejas plasticas de bolo fechadas. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes por tratamento, sendo a parcela composta por

10 pseudofrutos/bandeja.
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As bandejas foram mantidas em céamara de crescimento, a uma
temperatura de 24 °C e um fotoperiodo de 12 h. As avaliacbes de incidéncia de
podriddo foram realizadas quando a primeira bandeja apresentou 50% dos
pseudofrutos com sintomas tipicos de podriddes causadas pelo patégeno, cerca de
dois dias ap6s a implantacao do experimento.

Ja no ano de 2012, para as avaliacbes de podriddes, seguiu-se a
mesma metodologia do ano de 2011, no entanto, além do experimento retirando-se
as sépalas dos morangos, realizou-se um experimento complementar independente

mantendo-se as sépalas, jA que os morangos sdo comercializados dessa forma.

4.5.2 Avaliagdes fisico-quimicas em pos-colheita de morangos

Para estas avaliagbes utlizaram-se 0s morangos sadios
remanescentes da avaliagcdo anterior, de incidéncia de podriddes, causadas por B.
cinerea. Os parametros avaliados foram perda de massa, firmeza de polpa, teor de
solidos soluveis totais e acidez titulavel.

A perda de massa foi realizada pesando-se inicialmente as bandejas
contendo os pseudofrutos e 0s suportes plasticos, em seus respectivos tratamentos,
e ao final da avaliacédo de podriddes, desprezando o peso da bandeja e dos suportes
plasticos, tendo assim, o peso final dos morangos.

A firmeza da polpa foi realizada em cinco pseudofrutos por parcela,
sendo determinada em uma das faces laterais de cada morango, com um
penetrometro TR, modelo RT — 327, ponteira de 8 mm de diametro. Os resultados
foram expressos em libras/cm? e transformados para Newton.

Para andlise da acidez titulavel foram utilizados sucos provenientes dos
cinco pseudofrutos utilizados na avaliagdo da firmeza da polpa, previamente
macerados, em almofariz, até serem completamente desmanchados. Foram
utilizados 10 ml deste suco e acrescentados nele 90 ml de agua destilada. A partir
desta solucéo foi avaliado o pH com peagametro Tecnal, modelo TEC — 3MP.
Posteriormente, para determinacao da acidez, a solucéo foi titulada com NaOH 0,1N
até atingir valor de pH 8,1. Para expressar a acidez em gramas de acido citrico por

100 ml de suco, foi realizado o seguinte calculo (AOAC, 1997):
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g de &cido citrico/100 ml = (64,02 x N NaOH x V Na OH) / Vamostra

Sendo:
N = normalidade

V = volume.

O teor de sdlidos solaveis totais dos frutos foi analisado a partir de uma
gota do suco, macerado para a avaliacdo de acidez tituldvel, analisado com
refratbmetro digital Takemura.

4.5.3 Avaliacdes bioquimicas em pos-colheita de morangos.

Estas avaliagOes foram realizadas a partir de tecidos sadios, coletados
dos mesmos pseudofrutos utilizados para as analises fisico-quimicas. Apos a coleta,
o material foi armazenado em freezer a — 20 °C, até as avaliacoes.

Para dosagem de proteinas totais, as amostras da polpa dos morangos
foram maceradas em almofariz com 10 ml de tampéao fosfato 0,2 M (pH 7,5). Em
seguida, o material foi centrifugado (14.000g / 10 min a 4 °C) e o sobrenadante
coletado. Para quantificacdo do conteudo total de proteinas das amostras foi
empregado o teste de Bradford (1976). A leitura de proteinas totais foi realizada em
espectrofotdmetro a 630 nm, utilizando soro albumina bovina como padréo.

Para a quantificacdo de flavonoides e antocianinas pesou-se 1 g da
polpa de morango, macerado posteriormente em almofariz, juntamente com 25 ml
da solucéo extratora, formada por etanol 95% + HCI 1,5 N (HCI 1,5 N = 125 ml de
HCI puro para andlise (P.A.) + 875 ml de 4gua destilada) na propor¢édo de 85:15, ou
seja, 850 ml de etanol 95% para 150 ml de HCI 1,5N quando para 1000 ml. Apés a
maceracao, os extratos foram acondicionados em tubos de ensaio ao abrigo da luz e
refrigerados por aproximadamente 4 °C, por um periodo de 20 horas. Apos este
periodo, os extratos foram filtrados, lavados com mais 25 ml da solugéo extratora e
deixados em repouso em frasco coberto por papel aluminio por 2 horas.
Posteriormente retirou-se 1 ml da amostra o qual foi adicionado a 10 ml da solucao

extratora, em tubo de ensaio e agitado em vortex. Na sequéncia foi feita a leitura das
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amostras no espectrofotbmetro a 374 nm, para obtencdo da absorbancia de
flavonoides e a 535 nm para obtencéo da absorbancia de antocianinas.

Para avaliacdo das peroxidases utilizou-se o0 método de Matsumo e
Uritami (1972). Para isto, pesou-se 1,0 g de polpa de morango de cada um dos
respectivos tratamentos. Em seguida, as amostras foram transferidas para almofariz
previamente gelado juntamente com 4 ml da solucédo tampéao fosfato 0,05 M pH 7, e
0,005 g de polivinilpirrolidona, sendo macerada a mistura completamente. Apos a
maceragdo, a mistura foi centrifugada por 20 minutos a 5.000 rpm a 4 °C,
transferindo-se separadamente 3 ml do sobrenadante para tubos de ensaio
contendo 5 ml tampao citrato pH 5,0 mais 0,5 ml agua oxigenada 3% mais 0,5ml de
guaiacol 0,5%. Em seguida, os tubos foram entdo agitados no vortex e colocados
por 15 minutos em banho Maria a 30 °C e 10 minutos em gelo. Na sequéncia, 0,5 ml
de bisulfito de sodio foi acrescentado em cada amostra. Os tubos foram breviamente
agitados em vortex para proceder as leituras espectrofotométricas a 450 nm.

Para quantificacdo da enzima fenilalanina aménia-liase (FAL) foi
pesado 1,0 g de polpa de morango de cada um dos respectivos tratamentos. Apés a
pesagem, as amostras foram transferidas para almofariz previamente gelado,
acrescentando-se 6,0 ml do tampéo de extracdo, a 4 °C, macerando-se a mistura
completamente, e centrifugando-a em seguida, a 6000 g por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante foi diluido antes da analise da atividade enzimatica e da determinacao
da proteina soluvel, pipetando-se 200 pl do mesmo e acrescentando-se 5 ml do
tampéo de extracdo (22,2 g de Tris; 0,37 g de EDTA; 85,5 g de sacarose; 10 g de
PVP). Nesta solucdo completou-se o volume para 1000 ml de 4gua destilada, apds
ajustar o pH para 8,0 com acido cloridrico 2,0 N. A atividade da FAL foi avaliada com
base na diferenca de absorbancia resultante da conversao da fenilalanina em acido
trans-cinamico (HYODO; KURADA; YANG, 1978). Para isto, foi pipetado em tubos
de ensaio 1,5 ml de cada extrato enzimatico, acrescentando-se 1,0 ml do tampé&o de
extracdo e 0,5 ml de fenilalanina (49,6 mg ml?) ou Agua destilada na prova em
“branco”. A mistura foi incubada a 40°C por uma hora, interrompendo-se a reacao
com banho de gelo e procedendo-se as leituras espectrofotométricas a 290 nm
(RODRIGUES; BEZERRA; COELHO, 2006).

No ano de 2011 e 2012 as atividades enziméaticas foram realizadas no
final do experimento. Além disso, em 2012, as avaliagfes também foram realizadas

no momento da implantacdo do experimento, e com intervalos de doze horas até o
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término do experimento, para buscar uma melhor resposta dos indutores sobre a
atividade enzimatica, avaliando o comportamento enzimatico da FAL e das
peroxidases, no decorrer do tempo. Nestas avaliacdes foram utilizadas parcelas

destrutivas, de onde os morangos foram retirados para tais analises.

4.5.4 Andlise de dados

Os dados de todas as variaveis analisadas foram submetidos a anélise
de variancia e quando significativos, os dados qualitativos, foram submetidos ao
Teste de médias de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

Para os tratamentos quantitativos, onde houve efeito significativo,
utilizou-se analise de regressao, determinando-se assim os modelos matematicos
para explicar o comportamento das varidveis como as concentra¢des dos extratos
aplicados.

Os dados foram analisados pelo programa estatistico ASSISTAT (SILVA
e AZEVEDO, 2002).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ACAO DOS EXTRATOS (AQUOSOS E ALSZOC)LICO) DE CANOLA SOBRE
CRESCIMENTO MICELIAL E NA GERMINACAO DE CONIDIOS DO PATOGENO

Nestes estudos, ndo houve interacdo significativa entre os fatores
estudados (modos de extragéo de extratos de canola x concentracdes de extratos de
canola) sobre o crescimento micelial e a germinacdo de conidios de B. cinerea
(Figuras 1 e 2). Ao analisar os fatores isoladamente observam-se apenas diferencas
entre as concentracdes dos extratos de canola pré-estabelecidas tanto para o
crescimento micelial como para a germinacao de conidios de B. cinerea (Figuras 1 e
2).

Para o crescimento micelial, o ponto de maxima eficiéncia técnica foi
obtido na concentracdo de 8,3%, com uma inibicdo de 34,4% sobre crescimento

micelial do patégeno (Figura 1).
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Figura 1 - Efeito de concentracdes de extratos de canola sobre o crescimento micelial de Botrytis
cinerea, crescido por 96 h em meio de cultivo BDA, a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h.
UTFPR, Pato Branco — PR, 2012.

Para a germinacdo de conidios, o comportamento foi linear
decrescente, ou seja, com 0 aumento das concentracbes dos extratos pré

estabelecidas, neste estudo, ocorreu menor percentagem de germinacdo de
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conidios de B. cinerea (Figura 2). O ponto de méaxima eficiéncia técnica foi de 11,2%
de extrato de canola, com uma inibicdo da germinacéo de conidios de 24,4% (Figura
3).

No tratamento realizado com extrato aquoso sem tempo de reserva,
nao foi possivel avaliar a germinacdo de conidios de B. cinerea, devido a presenca
de residuos da canola no extrato, dificultando o reconhecimento dos conidios do

fungo.
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Figura 2 - Efeito de concentracdes de extratos de canola sobre a percentagem de germinacéo de
conidios de Botrytis cinerea, germinados em tubo de ensaio por 9 h, a 25 °C, com
fotoperiodo de 12 h . UTFPR, Pato Branco — PR, 2012.
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Figura 3 — Eficiéncia dos extratos de canola no controle da germinacgéo de Botrytis cinerea. UTFPR,
Pato Branco — PR, 2012.
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O efeito de extratos de plantas da familia das Brassicas como B. napus
e B. juncea, sobre o parametro de crescimento micelial, ja foi comprovado por
Kirkegaar et al. (1996), ao testarem o0s extratos dessas duas espécies sobre o
crescimento micelial de Rhizoctonia solani e Phytium irregulare. Os autores
constataram que R. solani foi mais sensivel ao tratamento do que P. Irregulare,
apresentando maior supressao micelial. Quanto as duas espécies avaliadas, B.
juncea, foi mais supressiva na fase de maturacéo e floracédo, do que a B. napus.

Trabalho similar também foi desenvolvido por Moccelin (2011), ao
testar o efeito de extratos de diferentes espécies de Brassicas, repolho, canola e
mostarda, sobre o crescimento micelial de P. aphanidermathum, R. solani e
Sclerotium rolfsii. O autor constatou que o pd da canola reduziu o crescimento
micelial dos patdégenos, com o aumento das doses. Em outro estudo, Freire et al.
(2003), utilizando Bréassicas, ao testarem a acdo antifUngica de compostos volateis
liberados pelos residuos de B. juncea e duas variedades de B. napus contra o fungo
Fusarium oxysporum, isolados 9321A, 9312F, 9051C e 9243G, também observaram
gue estas espécies vegetais apenas inibiram o crescimento micelial e germinagéo de
conidios do isolado 9321A de F. oxysporum.

Também Flores (2013) testando extrato aquoso, alcoodlico, maceracéo e
infusdo, no controle in vitro e in vivo de Monilinia fructicola (Wint.) Honey, agente
causador da podriddo parda em péssego, evidenciou que o0s extratos inibiram a
germinacdo de conidios do patdégeno e o crescimento micelial. O extrato de canola
na concentracdo de 10% apresentou melhor resultado, com 78 e 69% de controle
em duas avaliacdes realizadas, respectivamente.

Pelos resultados obtidos neste estudo (Figura 1), possivelmente tal
efeito fungicida também seja devido aos compostos volateis, presentes no extrato,
como os glucosinolatos, que quando hidrolisados pela enzima mirosinase, formam
gases volateis, a exemplo dos isotiocianatos, que podem apresentar efeito supressor
no crescimento micelial de alguns patdégenos. Tal hipGtese € sugerida, pois 0s
diferentes extratos de canola testados, ndo tiveram contato direto com o patégeno,
e, mesmo assim, apresentaram efeito supressor no crescimento micelial de B.
cinerea. Além disso, pressupfe-se que possam existir outros compostos
responsaveis pelo controle, visto que, o extrato alcodlico foi rota evaporado. Com
isso, aumentou a possibilidade de volatilizagcdo dos compostos volateis e mesmo
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assim reduziu significativamente o crescimento micelial e a germinacdo de conidios
de Botrytis cinerea (Figuras 1 e 2).

Os resultados de germinacao de conidios obtidos nesse experimento
(Figura 2), vieram a corroborar com os obtidos por Flores (2013), onde os extratos
de canola, obtidos por extracdo aquosa, infusdo, maceracédo inibiram em 90, 84 e
89% respectivamente a germinacdo de esporos de Monilinia fructicola, agente
causal da podriddo parda em péssegos, comprovando o potencial da canola no
controle de fitopatdgenos. No entanto, no presente estudo ndo foi observado
diferenca entre os modos de extragao.

Também Almeida et al. (2009), avaliando os extratos vegetais de nim,
capim liméo, vinca, losna e arruda, sobre Colletotrichum acutatum, observou que
todos os extratos aquosos obtidos por maceracdo foram eficientes no controle da
esporulacdo, no entanto quando utilizada a solucdo hidroalcodlica, o extrato de
arruda foi mais eficiente, seguido por losna e vinca. No presente estudo houve
diferenca entre os modos de extragcdo somente nos experimentos in vivo (Tabela 1).

Com base nos dados obtidos neste estudo, comprovou-se o potencial

dos extratos de canola no controle in vitro de B. cinerea.

5.2 AVALIACAO DE PODRIDOES E DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS EM
POS-COLHEITA DE MORANGOS.

No ano de 2011, apenas os extratos alcodlico e maceracéo reduziram
significativamente a podriddo causada por B. cinerea, com um controle de 83,3% e
50%, respectivamente, em relagéo ao tratamento testemunha (Tabela 1).

No ano de 2012, ao repetir o experimento, confirmou-se o efeito
significativo no controle da podriddo (Tabela 1). Resultado similar também foi
observado no outro experimento realizado neste mesmo ano, no qual,
mantiveram-se as sépalas dos morangos (Tabela 1). Além disso, neste estudo, o
extrato obtido por meio da infusdo também reduziu a podriddo, diferindo do
tratamento testemunha (Tabela 1).

Os resultados obtidos nesses experimentos, demonstram o potencial
do uso de extratos de canola no controle de podridées em poés-colheita de

morangos. Tais resultados, vém corroborar com trabalhos de outros autores,
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utilizando extratos vegetais em diversos patossistemas (FLORES, 2013; FOGOLARI
et al., 2010).
Tabela 1 — Incidéncia de podriddo causada por Botrytis cinerea em morangos “Camarosa” e dos

parametros fisico-quimicos, apdés serem tratados com extratos de canola obtidos por
diferentes formas de extracdo. UTFPR, Pato Branco — PR, 2011 e 2012.

Ano 2011 2012
Tipos de Incidéncia de Podridao Podridao Firmeza de Acidez SST Perda
Extratos Podridao (%) sem com polpa (N) (meq./200ml) °Brix Massa
sépalas (%) sépalas (%) (%)
Testemunha 60,00 a" 52,50 65,00 a 1,43 " 13,90 a 4,70 ™ 0,70 ™
(apenas agua)
Alcoélico 10,00 b 30,00 ¢ 37,50 b 1,46 11,50 be 4,40 0,40
Aquoso sem 80,00 a 42,00 ab 65,00 a 1,35 10,60 c 4,40 0,60
reserva
Infusao 90,00 a 45,00 ab 45,00 b 1,30 12,20 b 4,10 0,90
Maceracao 30,00 b 37,50 bc 27,50 b 1,60 10,50 ¢ 4,20 0,40
CV (%) 29,25 34,78 39,71 26,18 8,83 14,50 46,83

*Médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade de erro.

Moura et al. (2012), observaram uma reducdo significativa da
antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides, em pds-colheita de
maracuja-amarelo, ao utilizarem dois derivados de capim limdo (Cymbopogon
citratus) (6leo essencial a 0,1% e extrato bruto aquoso auto clavado a 10%).
Também Bizi (2006) buscou selecionar produtos alternativos (produtos quimicos nao
fungicidas, O6leos essenciais, extratos de plantas, leite e derivados e
microrganismos), para o controle de oidio e mofo cinzento, causados por Oidium sp.
e B. cinerea, respectivamente, em mudas de eucalipto. O autor verificou que o
tanino revelou os menores indices de severidade do mofo cinzento, e para o controle
do oidio, os melhores produtos encontrados, foram o leite de vaca e o fungo
Lecanicillium sp.

Mari et al. (2002), observou um controle satisfatério do mofo azul,
causado por P. expansum, ap0s exposicao de peras, por um periodo de 24 h a
temperatura ambiente com atmosfera enriquecida com isotiocianato de alil, oriundo
de farinha desengordurada de B. juncea. Esta mesma autora, avaliando cinco
diferentes tipos de isotiocianatos sobre podriddo parda em péssego, observaram
gue o butenil e alil reduziam significativamente a doenca, em relacdo aos outros
isotiocianatos benzil, feniletil e metiltiobutil (MARI et al., 2008).

Ainda, Ribeiro et al. (2010), obtiveram bons resultados no tratamento

pés-colheita de frutos de abacaxi com extrato de nim, quando comparado aos
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extratos de erva-doce e citronela, apresentando menor incidéncia e severidade da
podriddo peduncular.

Em outro trabalho, Flores (2013) avaliando varios extratos vegetais, em
suas diferentes formas de extracdo: aquosa, alcodlica, maceragédo e infusdo, com
intuito de controlar a podridéo parda, causada por Monilinia fruticola, em po6s-colheita
de péssego, evidenciou que todos os tratamentos que foram submetidos ao controle
com extrato de canola apresentaram lesdes significativamente menores, quando
comparados a suas respectivas testemunhas. O extrato de canola obtido por infusdo
se destacou em relagdo aos demais, com um melhor controle de podriddes nos
frutos.

Os testes em poés-colheita do presente estudo apresentaram diferencas
significativas de controle entre os extratos obtidos por diferentes modos de extracao,
diferentemente dos testes in vitro. Tal comportamento pode ser explicado pelo fato
dos extratos terem contato direto com os pseudofrutos, o que ndo aconteceu nos
experimentos in vitro. O contato direto com os pseudofrutos pode ter formado uma
barreira que dificultou a penetragdo dos conidios do fungo nos tecidos do
hospedeiro, e consequentemente, retardou 0 processo infeccioso nos morangos.
Além disso, pressupbe-se que possam existir quantidades diferenciadas de
isotiocianatos, presentes nos extratos, em funcdo da forma de extracdo. Também
diferente dos testes in vitro, quando se aplicou os extratos in vivo, pode ter ocorrido
a ativacdo de proteinas relacionadas a patogenicidade (PRPs), e
consequentemente, reduzido a podriddo dos pseudofrutos (Tabela 1).

Os extratos de canola obtidos por extracdo alcodlica e maceracédo sao
indicados como alternativa de controle da doenca em estudo, ja que apresentaram
resultados significativos nos trés experimentos. Para o experimento de 2011, os
extratos apresentaram controle de 83,3% e 50% respectivamente. Ja para 0s
experimentos de 2012, apresentaram um controle de 42,8% e 29,5%, nas condicfes
em que se retiraram as sépalas dos morangos. Possivelmente os teores de
glucosinolatos das plantas de canola utilizadas nos experimentos de 2011 e 2012,
eram diferentes, ja que as plantas ndo foram submetidas as mesmas condicdes
ambientais durante o seu desenvolvimento, tendo em vista que as plantas utilizadas
no ano de 2011, era da regido do sudoeste do Parand, enquanto as do ano de 2012
eram provenientes do Rio Grande do Sul. Tendo em vista que a regidao do Rio

Grande do Sul possui temperaturas médias mais baixas em relacdo ao sudoeste do
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Parand, possivelmente propiciam uma maior concentracdo de metabolitos
secundarios, neste caso, os glucosinolatos.

O extrato obtido por maceragcédo, no ano de 2012, no experimento em
gue 0sS morangos permaneceram com as sépalas, controlou em 57,7% a podridao.
Um controle de 28,2% maior em relacdo ao experimento em que se retiraram as
sépalas dos morangos. Possivelmente no processo de retirada das sépalas, ocorrem
ferimentos que facilitam a entrada do patdégeno aumentando as podriddes. Também
a hipbtese de que o inéculo presente nas sépalas favorece uma maior incidéncia de
podriddes, nao foi observado neste trabalho.

A facilidade de obtencédo e o custo do extrato obtido por maceracao €
economicamente mais viavel para os produtores em relacdo ao extrato alcoolico, ja
que para a obtencdo deste, seria necesséria a aquisicdo de rota evaporadores e
alcool de cereais, que apresentam custos elevados.

Dos trés experimentos montados, 0 extrato obtido por infusédo
apresentou controle apenas em um dos experimentos, e com um potencial baixo de
controle (25%), ndo sendo indicado como alternativa de controle do mofo cinzento
em poas-colheita de morangos.

Outro fator que deve ser salientado neste estudo, € que as condicoes
laboratoriais durante a conducdo dos experimentos foram ideais para o
desenvolvimento da doenga, com temperatura e umidade adequadas, além da alta
concentracdo de inéculo do fungo utilizada para a inoculacdo dos morangos e
mesmo assim, os dois tipos de extratos (alcodlico e maceracdo), controlaram
eficientemente o mofo cinzento em pés-colheita de morangos. Com isso espera-se
gue esses extratos aquosos quando aplicados em condi¢bes de campo apresentem
um maior controle da doenca do que os obtidos nestes estudos, uma vez que as
condicbes a campo nem sempre sao vantajosas ao desenvolvimento do patdégeno, e
a quantidade de inéculo pode ser menor. Conclui-se portanto, que estas duas formas
de extracao séo eficientes no controle da doenca.

Em relacdo aos parametros fisico-quimicos realizados nesse trabalho,
em 2012, observou-se que os extratos de canola ndo apresentaram diferenca
estatistica em relacdo aos extratos sobre os parametros de firmeza de polpa, solidos
soliveis totais e perda de massa (Tabela 1). O fato dos tratamentos nao terem
alterado a firmeza de polpa, demonstra que 0s extratos ndo apresentam acao direta

sobre a degradacao das paredes celulares e a turgidez dos tecidos. A firmeza de
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polpa € uma variavel muito importante em frutos, durante a maturagdo ocorre um
incremento de enzimas, principalmente a poligalacturonase, a pectinase e a
celulase, degradando os principais constituintes da parede celular, como a
transformacéo de protopectinas em pectinas soltveis (MAZARO et al., 2008).

No entanto, ao analisar os diferentes modos de extracdo do extrato de
canola, observou-se que todos os extratos reduziram o teor de acidez titulavel,
guando comparado ao tratamento testemunha (Tabela 1). Possivelmente tal fato
ocorreu porque o0s extratos de canola interferiram no metabolismo priméario dos
frutos, desencadeando uma maior degradacdo dos acidos organicos. O teor de
acidez € um fator importante para determinar o sabor e aroma de um alimento. Em
morangos, acidos organicos como citrico e malico, servem de substrato nos
processos respiratérios pelo ciclo de Krebs, o que reduz a acidez dos pseudofrutos
durante a maturagao (MAZARO, 2007).

Quanto aos SSTs, novamente observou-se que o0s valores nao
diferiram estatisticamente em relacdo ao tratamento testemunha, no entanto os
valores mantiveram-se dentro da normalidade. Sélidos solUveis, expressos em °Brix
(VIRMOND E RESENDE, 2006), s&o substancias dissolvidas por um solvente, sendo
gue quando se trata de alimentos esse solvente é a agua, formados principalmente
por acUcares, cuja maturacdo dos frutos tendencia o aumento dos mesmos
(CHITARRA e CHITARRA, 2006), devido a degradagdo ou biossintese de
polissacarideos (MANGNABOSCO et al., 2008).

5.3 INDUCAO DE RESISTENCIA EM POS-COLHEITA DE MORANGOS

Nos resultados obtidos em 2011, ndo houve diferenga nos parametros
proteinas, FAL, antocianinas e flavonoides, quando comparados ao tratamento
testemunha (Tabela 2). Ja, as peroxidases foram ativadas pelo extrato de canola
obtido por infusdo, no entanto, este extrato ndo diferiu do extrato obtido por
maceracao e aquoso sem tempo de reserva.

Nos dados obtidos no ano de 2012, ndo se observou diferencas
estatisticas para nenhum dos parametros bioquimicos avaliados, ou seja, de

proteinas, peroxidase, antocianinas, flavonoides e atividade da FAL (Tabela 3).
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Tabela 2- Parametros bioquimicos de proteinas (mg./g.tecido), peroxidases (unidade
enzimatica.minuto™), FAL (UAbs min mg proteina™), antocianinas mg.100 g™@) e
flavonoides (mg.100 g™) de morangos “Camarosa”, tratados com diferentes extratos de
canola. UTFPR, Pato Branco — PR, 2011.

Tipos de Proteinas Peroxidases FAL Antocianina Flavonoides
Extrato S

Testemunha 1,84 6,73b" 0,013 ™ 88,84 ™ 79,34 ™
(apenas agua)

Alcodlico 2,13 6,91b 0.010 128,05 103,13
Aquoso sem 2,05 8,11 ab 0.009 91,54 93,33
reserva

Infusao 2,27 11,16 a 0.010 137,06 120,58
Macerag&o 1,92 7,66 ab 0.009 118,89 115,16
CV (%) 19,75 22,00 40,92 27,32 22,93

*Médias seguidas da mesma letra na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade de erro.

As peroxidases que pertencem a um grupo de glicoproteinas, ndo
possuem acao direta na Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA). No entanto, sua
alteracéo indica alteracdo no metabolismo da planta, pois atua na catalizacdo da
producéo de lignina, destruicdo peroxidativa de reguladores de crescimento, além de
atuarem sobre as espécies ativas aos oxigénios (EAQOs), livrando a célula de seu
efeito deletério (LABANCA, 2002). Além disso, incorporam glicoproteinas a parede
celular, catalizam a formacé&o de lignina, as quais podem formar barreiras mecéanicas
ao crescimento do patdgeno, desta forma ocorre maior resisténcia a parede celular
contra a acdo de enzimas hidroliticas, dificultando ao patégeno a utilizacdo dos
nutrientes do hospedeiro (PASCHOLATI & LEITE, 1994).

Tais resultados estdo de acordo com trabalho desenvolvido por
Mangnabosco (2010), em que o autor demonstrou a acdo da calda bordalesa sobre
a atividade das peroxidases em cultivo organico de morangos. Este produto alterou
a atividade da enzima, sendo que com o aumento das concentracdes desse, ocorreu
aumento de sua atividade. A aplicacdo dos indutores de resisténcia
acibenzolar-S-metil (ASM) e extrato aquoso de lobeira (VLA), contra a
vassoura-de-bruxa (Moniliophthora perniciosa) do cacaueiro (Theobroma cacao L.),
também induziram maior atividade de peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanase em
mudas de cacaueiros, comparados as respectivas testemunhas, no periodo de 4 a
18 dias apos a pulverizacdo (RESENDE et al., 2007).

Em outro estudo, em cultivo de alface, a aplicagcdo de extrato aquoso
bruto de gengibre (Zingiber officinalis), na base das plantas, também aumentou a
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atividade de peroxidase e reduziu a incidéncia de mofo branco, causado por
Sclerotinia sclerotiorum (RODRIGUES et al., 2007). Resultados similares novamente
foram obtidos por Viecelli et al. (2010), ao tratarem plantas de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.) com o extrato de micélio de Pycnoporus sanguineus, no controle da
mancha angular causada por Pseudocercospora griseola.

Ja, Piva (2013) trabalhando na cultura de pepino, com extratos
aguosos e alcodlico de canola em diferentes concentracées (0, 3, 6, 9 e 12%) e em
tempos de coleta (0, 1, 2 e 3) em folhas de pepino, obteve resultados com ativagao
da atividade da FAL.

Possivelmente os extratos de canola obtidos por diferentes modos de
extracdo, quando aplicados em pos-colheita de morangos, ndo ativam a atividade da
FAL, pois provavelmente, a forma de defesa vegetal n&do tenha sido pela ativacao da
rota dos fenilpropandides, o que consequentemente também nédo alterou compostos
fenolicos como as antocianinas e flavonoides.

Tabela 3 - Parametros bioquimicos de proteinas (mg./g.tecido), peroxidases (unidade
enzimatica.minuto™), FAL (UAbs min mg proteina®), antocianinas (mg.100 g?') e

flavonoides (mg.100 g*), de morangos “Camarosa”’, tratados com diferentes extratos de
canola. UTFPR, Pato Branco — PR, 2012.

Tipos de . Lo .
Proteinas Peroxidases FAL Antocianinas Flavonoides

Extratos
Testemunha 1,28 " 1,20 " 0,003 ™ 7,13 " 1,37 "
Alcodlico 1,18 1,13 0,0036 5,94 1,26
Aquoso sem

1,09 0,85 0,0036 7,33 1,53
reserva
Infusao 1,35 1,09 0,0018 8,44 1,73
Maceracao 1,48 1,20 0,0016 5,84 1,21
CV (%) 33,85 39,55 53,30 21,67 20,28

*Médias seguidas da mesma letra na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade de erro.

A alteracdo na atividade da FAL, das antocianinas e flavonoides é um
indicativo que os extratos de canola atuam sobre o metabolismo secundario, e,
consequentemente, envolvidos nos mecanismo de defesa e reproducdo vegetal
(BOBBIO e BOBBIO, 1995; LOPES et al.,, 2007). Os flavonoides podem estar
associados na regulacdo do transporte do horménio auxina, essencial para o
desenvolvimento dos vegetais (BROWN et al., 2001; FRIML, 2003), podendo atuar
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ainda como toxinas, ou proteger as plantas contra a herbivoria, dificultando a
digestdo aos insetos (BROUILLARD et al., 1998).

As antocianinas sdo compostos da familia dos flavonoides, sendo um
dos principais grupos de pigmento vegetais (MARKAKIS, 1982; HARBORNE &
GRAYER, 1988; BRIDLE & TIMBERLAKE, 1997). Elas conferem diferentes
tonalidades aos 6rgdos vegetais como frutos, flores e folhas, que variam entre
vermelho, laranja e roxo (BROUILLARD,1983). Os quatro maiores grupos de
flavonoides sdo as flavonas, as flavononas, as catequinas e as antocianinas
(NIJVELDT, 2001).

Resultados diferentes aos encontrados nesse trabalho foram
evidenciados por Fogolari et al. (2010), que trabalhou com extratos de caléndula
aplicados em péds-colheita de morangos para controle de B. cinerea. Os extratos
estimularam a producéo de flavonoides, bem como a atividade da enzima FAL. Isto
demonstra que possivelmente ocorreu a ativacédo da rota dos fenilpropanoides, no
processo de defesa vegetal.

Quando se realizou a avaliacdo da atividade enzimatica, FAL, a cada
12 h, até 48 h, observou-se alteracdo da atividade desta enzima, fato normal no
metabolismo vegetal, no entanto seu comportamento nao diferiu do tratamento
testemunha (Figura 4).

J4, para a atividade da enzima peroxidase, esta foi ativada 12 h apés a
aplicacao dos indutores (extratos), com destaque para o extrato obtido pela extracao
alcodlica, diferindo do tratamento testemunha. Ocorreu estabilizacdo da atividade da
enzima peroxidase, em todos os tratamentos, 36 h apos a aplicacédo destes. Em 48 h
ocorreu um acréscimo da atividade desta enzima, fato esse que pode ser explicado
pelos pseudofrutos estarem entrando em senescéncia ou até mesmo por ja estar
iniciando o ataque de patdégenos causadores de podriddes (Figura 5).

Mudas de café tratadas com oleo essencial de tomilho, ASM e extrato
de casca de café, apresentaram picos de atividade da peroxidase aos 2 e 11, 7 e 11
e, 2 e 9 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos (PEREIRA el al., 2008). Também em
tomateiros, o acumulo de Proteinas-RP, ocorreu entre trés e cinco dias apos a
inducdo por Pseudomonas fluorescens e Fusarium oxysporum, o que indica ter
havido reacdo de defesa da planta (RAMAMOORTHY et al., 2002). J4, em plantas

de tomateiro pulverizadas com ASM, mostraram aumento significativo na atividade
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de quitinases em folhas, logo a primeira hora apés a pulverizacdo, em relacdo a
plantas pulverizadas com agua e sem inoculacdo (CAVALCANTI et al., 2006).

Esse comportamento diferenciado entre as espécies, é previsivel, pois,
o0 metabolismo é diferenciado entre as plantas e indutores utilizados. Nesse sentido,
esse trabalho permitiu observar que os morangos, quando induzidos por extratos de
canola, ativam rotas metabolicas para defesa vegetal. Neste trabalho, evidenciou-se
gue a rota preferencial de defesa esta ligada a ativacao das peroxidases, bem como
nao observou-se ativagcdo da rota dos fenilpropanoides, o que vem sendo
evidenciado em muitos trabalhos quando aplica-se extratos vegetais.

—4—Tesgtermunha —O—Alctolico —f—Pg  —x—Infusio  —*—Maceragio

~

Atividade FAL
(UAbs min mg proteina?)
=

Horas

Figura 4 - Atividade da enzima fenilalanina aménia-liase (FAL) com 12, 24, 36 e 48 h ap6s a aplicacéo
dos extratos de canola, obtidos por diferentes modos de extracdo, na concentracdo de
16%, em pos-colheita de morangos. UTFPR, Dois Vizinhos— PR, 2012.

—+—Testermunha —{—Alcoolico ——Pd —x—Infusdo —#—Maceracio

Atividade peroxidase
(Unidade enzimatica.minuto)
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Figura 5 - Atividade de peroxidases com 12, 24, 36 e 48 h apés a aplicacdo dos extratos de canola,
obtidos por diferentes modos de extracdo, avaliadas até 48 h ap6s a implantagdo do
experimento. UTFPR, Dois Vizinhos— PR, 2012.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢cdes que este trabalho foi
desenvolvido, pode-se concluir que:

Os extratos de canola obtidos por extracdo alcodlica, infuséo,
maceragao e sem tempo de reserva, reduzem o crescimento micelial e a germinacéo
dos conidios de B. cinerea, sendo diretamente proporcional, as doses
pré-estabelecidas neste estudo.

Os extratos alcoolicos, maceracdo e infusdo reduzem a podridao
causada por B. cinerea em poés-colheita de morangos.

Os extratos atuaram na alteracdo do teor de acidez dos frutos, e no
comportamento das peroxidases. Nao apresentaram efeito sobre os solidos soluveis
totais (SST), firmeza de polpa, perda de massa, antocianinas, flavonoides e
atividade da FAL.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar dos resultados obtidos neste trabalho terem sido significativos
para o controle do patdgeno e da doenca, novas pesquisas devem ser realizadas a
fim de determinar melhores doses e épocas de aplicacdo dos extratos de canola, e
melhor entendimento do seu modo de acéo, j4 que as pesquisas voltadas ao uso de
canola no controle de fitopatégenos ainda sao pouco exploradas.

Devem ser realizados novos trabalhos, visando a aplicacao de extratos
de canola na pré-colheita, e a avaliacdo da composicdo cromatografica dos
mesmos, ja que é sabido que existem varios compostos com acao biocida entre os
representantes das Brassicas, e cada um pode agir de uma forma diferente
dependendo, além disso, do tipo de fitopatdgeno em teste.

Sugere-se, a realizacdo de outros experimentos, testando outras
concentracdes de extratos de canola, bem como o emprego de outras espécies de
Brassicas.

Sugere-se ainda, fazer testes residuais e degustativos para avaliar se
0s pseudofrutos apés terem sido tratados com os extratos de canola, permanecem

com algum residuo que prejudique 0 consumo seguro.
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APENDICE A - Andlise de variancia para a interacéo dos fatores: tipo de extratos
(fator 1) e concentracdo dos extratos (fator 2) para o periodo de avaliacdo de 96 h
apos a aplicacao dos extratos de canola obtidos por diferentes modos de extracao,
sobre o crescimento micelial de Botrytis cinerea. UTFPR, Campus Pato Branco.

FV. GL SQ QM F
FATOR 1 (F1) 3 1.91338 0.63779 1.4315"™
FATOR 2 (F2) 4 57.93575 14.48394 32.5086 ~
Int. F1 X F2 12 7.84725 0.65394 1.4677 "™
Tratamentos 19 67.69638 3.56297 7.9969 ™
Residuo 60 26.73250 0.44554 -

TOTAL 79 94.42888 - -

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade; ns nado significativo ao nivel de 5% de probabilidade
(p= 0,05). CV = 10,37%.

APENDICE B - Andlise de variancia para o crescimento micelial de Botrytis cinerea
em funcdo das concentracfes de canola no periodo de avaliacdo de 96 h apés a
aplicacao dos tratamentos. UTFPR, Campus Pato Branco, PR, 2011.

F V. GL SQ QM F
Regr. Linear 1 29.15556 29.15556 65.4385
Regr. Quadr. 1 17.21612 17.21612 38.6409 ”
Regr. Cubica 1 11.50256 11.50256 25.8170 "
Regr. 4° Grau 1 0.06151 0.06151 0.1381 "™
TOTAL 4 57.93575 GL-residuo=60 -

APENDICE C - Andlise de variancia para a interacdo dos fatores: tipo de extratos
(fator 1) e concentracdo dos extratos (fator 2) para a avaliacdo da germinacéo de
conidios de Botrytis cinerea, 9 h apds implantacao do experimento. UTFPR, Campus
Pato Branco, PR, 2011.

FV. GL SQ QM F
FATOR 1 (F1) 2 524.10000 262.05000 0.6999 ™
FATOR 2 (F2) 4 4858.66667 1214.66667 3.2444 ~
Int. F1 X F2 8 5048.73333 631.09167 1.6856 ™
Tratamentos 14 10431.50000 745.10714 1.9902 °
Residuo 45 16847.75000 374.39444 -
TOTAL 59 27279.25000 - -

APENDICE D - Anélise de variancia para germinacdo de conidios de Botrytis cinerea
em funcao das concentracdes de extratos de canola. UTFPR, Campus Pato Branco -
PR, 2011.

F. V. GL SQ QM F
Regr. Linear 1 3785.63333 3785.63333 10.1114 ~
Regr. Quadr. 1 402.38095 402.38095 1.0748 ™
Regr. Cubica 1 70.53333 70.53333 0.1884 "
Regr. 4° Grau 1 600.11905 600.11905 1.6029 ™
TOTAL 4 4858.66667 GL-residuo=45 -




