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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de extratos vegetais de folhas de pitangueira (Eugenia uniflora),
flores de caléndula (Calendula officinalis) e capitulo floral de cravo da india (Syzygium aromaticum), além de calda
bordalesa, sobre a indugéo de resisténcia a doengas pos-colheita de morango quando aplicados na pré-colheita. O
trabalho a campo foi realizado em uma propriedade rural, com sistema de cultivo agroecolégico, localizada no
municipio de Pérola D'Oeste, e os estudos laboratoriais foram desenvolvidos na Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana, Campus Dois Vizinhos - PR. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro repeti¢des,
utilizando-se a campo 20 plantas por parcela e 20 frutos por bandeja na pds-colheita. Os extratos vegetais foram
aplicados utilizando-se a concentragédo de 10% e a calda bordalesa a 1%. As avaliagdes foram realizadas no momento
da colheita e apés quatro dias de armazenamento dos frutos a temperatura de 240C +2, sendo avaliados os
parametros fisico-quimicos de incidéncia de podriddes, firmeza de polpa, perda de massa, sélidos sollveis totais (SST)
e acidez titulavel; e os bioquimicos de agucares totais e redutores, teor de proteinas e atividade da enzima fenilalanina
amonialiase (FAL). Os extratos vegetais de folhas de pitangueira, flores de caléndula e capitulo floral de cravo da india,
além de calda bordalesa apresentaram efeito sobre aos SST e acidez titulavel no momento da colheita, bem como nos
niveis de agucares totais na pés-colheita, no entanto, os tratamentos néo interferem nos pardmetros de incidéncia de
podriddes, perda de massa, firmeza de polpa e atividade da FAL.

PALAVRAS-CHAVE: Fragaria x ananassa, controle alternativo de doencas, indutores de resisténcia.

ABSTRACT: The am of this study was to evaluate of the Eugenia uniflora leaf
extract, Calendula officinalis and Syzygium aromaticum flower extract and, Bordeaux mixture applied in the preharvest
strawberry for resistance induction. The work was carried out on the property rural with agroecological farming system
located in the municipality of Pérola D'Oeste, and the laboratory of Universidade Tecnolégica Federal do Parand,
Campus Dois Vizinhos - PR. The experimental design was a randomized block design with four replications. It
was considering in the field 20 plants andin the postharvest 20 fruit by plot. The concentrations 10% and 1% were used
in the plants extracts and Bordeaux mixture applied, respectively. In the harvest and after four days that fruit was
storage in 240C +20C temperature condition were realized the evaluations. The rot incidence, fruit firmness, mass of
fresh matter lost, soluble solids and titled acidity, totals and reducing sugars, protein level and phenylalanine ammonia-
lyase (PAL) activity were evaluated. The Eugenia uniflora leaf extract,
Calendula officinalis and Syzygium aromaticum flower extract and, Bordeaux mixture presented effect about soluble
solids and titled acidity during the fruit harvest, as well as, the totals sugars in the postharvest. However, the treatment
didn't influenced to the rot incidence, fruit firmness, mass of fresh matter lost and PAL activity.
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Aplicagao pré-colheita de extratos

Introducao

O morangueiro é uma planta que pode ser
cultivada em diferentes condigbes edafoclimaticas,
e € uma cultura muito praticada pelo pequeno
produtor rural, que utiliza mao de obra familiar
durante todo o ciclo (DIAS et al., 2007).

No Brasil, a producdo de morango é mais
expressiva nos Estados de Sao Paulo, Minas
Gerais, Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Distrito
Federal (CAMARGO FILHO E CAMARGO, 2009),
porém esta producdo é pequena se for comparada
a de outros paises. No estado do Parana, a
producdo estd mais centralizada na regido
metropolitana de Curitiba, sendo que a média de
produgdo dos municipios Paranaenses fica em
torno 25,2 ton ha! e é praticamente destinada ao
consumo in natura (DIAS, 2007). No Sudoeste do
Parana ainda é pequena a produgcédo de morangos,
embora a cultura possa ser muito promissora na
regido, uma vez que existe a predominancia de
pequenas propriedades de base familiar, e seja
uma substituta para culturas em decadéncia como
a do tabaco.

Um dos principais problemas enfrentado pelos
produtores de morango, sdo as doengas no pré e
pbs-colheita, em especial as podridées pos-
colheita. Também existe uma preocupagéo mundial
entre 0s consumidores quanto a seguranga
alimentar, ja que o que vem despertando atencédo
especial nesta cultura sdo os elevados indices de
residuos de agrotoxicos, identificados em analises
pés-colheita (JARDIM E CALDAS, 2012).

Nesse sentido, técnicas que permitam a
reducdo ou substituicdo do uso de agrotdxicos por
produtos  alternativos  apresentam-se  como
alternativa sustentavel para a cultura. Trabalhos
vém sendo desenvolvidos demonstrando o
potencial de uso das plantas medicinais para o
controle de fitopatégenos, tanto por sua acgéo
fungistéatica direta, inibindo o crescimento inicial e a
germinacdo de esporos, quanto pela capacidade
de induzir a defesa das plantas.
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Entre os exemplos, tém-se 0 uso dos extratos
vegetais oriundos de aroeirinha (Schinus molle L.),
mentrasto (Ageratum conyzoides L.), alfavaca
(Ocimum  gratissimum L.), losna (Artemisia
absinthium L.), jambolao [Syzygium cumini (L.)
Skeels], arruda (Ruta graveolens L.), mandioca
(Manihot esculenta Crantz), Santa-Barbara (Melia
azedarach L.) e pimenta-longa (Piper aduncum L.)
na concentracdo de 30% para o controle de
Sclerotinia sclerotiorum. Entre estes extratos, o
mais promissor, apresentando reducdo do
crescimento micelial deste fungo, € o do fruto de
pimenta-longa (GARCIA et al., 2012).

Dos extratos em uso ou ja testados para a
cultura do morango, destacam-se aqueles
provenientes de pitangueira (Eugenia uniflora),
caléndula (Calendula officinalis) e cravo-da-india
(Syzygium aromaticum) (LIMA et al., 2005;
FOGOLARI, 2010; MAZARO et al., 2008).

No caso da pitangueira, fruteira nativa das
regides Sul e Sudeste do Brasil que pertencente a
familia Myrtaceae, os seus extratos brutos e 6leos
essenciais inibiram in vitro o crescimento micelial e
a esporulacgdo de fungos fitopatogénicos, além de
induzirem a sintese de fitoalexinas em sorgo e soja
(LIMA et al., 2005).

A caléndula é outra planta com potencial, por
possuir atividade antioxidante (CETOKVIC et al.,
2004). Tal caracteristica justifica a necessidade de
estudos porque a mesma pode apresentar
potencial para utlizagcdo na agricultura, seja
ativando rotas de defesa, como também com a
producdo de metabdlitos secundarios como as
fitoalexinas. Trata-se de uma planta oriunda da
Africa e utilizada com varios propésitos medicinais
e terapéuticos (CHAPARZADEH et al., 2004).

Ja o cravo-da-india é planta arbérea, nativa das
llhas Moluscas, que possui odor fortemente
aromatico, sabor ardente e caracteristico, que
possui em seu Oleo essencial o constituinte
eugenol, acetato de eugenol e humuleno, além do
acido oleandlico, vanilina e acido galotanico. Foi
observado que os extratos de suas folhas
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induziram a producéo de fitoalexinas gliceolinas em
cotilédones de soja (MAZARO et al. 2008).

Assim, verifica-se 0 potencial dos extratos
vegetais no controle de fitopatégenos e sobre a
indugéo de resisténcia das plantas,
desencadeando mecanismos naturais de defesa
vegetal sem agressdo ao meio ambiente e
contaminagao dos produtos.

Contudo, os trabalhos existentes com extratos

vegetais sdo carentes de informagdes que
permitam a utilizacdo dos mesmos pelos
produtores, bem como, os estudos estdo

relacionados na aplicagdo em pés-colheita, sendo
inexistente quanto a aplicagdo em pré-colheita dos
extratos de folhas de pitangueira, flores de
caléndula e de capitulo floral de cravo-da-india na
cultura do morangueiro.

Ainda, seguindo a tendéncia da aplicagdo de
fungicidas menos toxicos, destaca-se a calda
bordalesa, utilizada para o controle do mildio em
videira (PERUCH E DELLA BRUNA, 2008), e com
bons resultados para o controle de doengas foliares
na cultura do morangueiro (MAZARO et al. 2013a).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito da aplicacdo pré-colheita de extratos
vegetais de folhas de pitangueira (E. uniflora),
flores de caléndula (C. officinalis) e de capitulo
floral de cravo-da-india (S. aromaticum), além de
calda bordalesa, sobre os parametros fisicos
quimicos e bioquimicos de frutos de morangueiro.

Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado em plantio
comercial de morangueiro 'Camarosa’, do
municipio de Pérola D’Oeste, cuja posicdo
geografica esta situada no Sudoeste do Parang,
altitude de 280 metros do nivel do mar.

O sistema de cultivo utilizado foi de producéo
agroecoldgica, sem a interferéncia de aplicacéo de
agroquimicos, com adubagéo a base de cama de
aviario (cinco toneladas por hectare). O plantio das
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mudas foi em canteiros contendo duas linhas, cada
uma distancia de 30 cm elas e entre plantas, e
sistema de irrigacdo por gotejamento, mantendo a
umidade em condi¢cbées de campo. O tipo de solo
da regido é o Nitossolo Vermelho distroférrico. As
técnicas empregadas para controle de doencgas
foram a realizagdo de praticas culturais como
retirada de folhas infectadas, além do uso de
caldas como a bordalesa a 2%, com frequéncia de
aplicacado semanal.

Foram testados extratos alcodlicos de folhas de
pitangueira, flores de caléndula e capitulos florais
de cravo-da-india, na concentracao de 10%. Para o
preparo dos extratos, o material vegetal foi imerso
no alcool 70%, sendo utilizados 100 gramas de
material vegetal para cada litro de alcool, que entdo
foram macerados e mantidos em repouso durante
trés dias, no escuro. Decorrido este tempo, os
extratos foram filtrados, obtendo-se assim o
preparado para utilizacao.

Os extratos foram aplicados por pulverizagcao
nos morangueiros, buscando atingir cada
pseudofruto, um dia antes da colheita. A colheita foi
realizada apenas com morangos que
apresentavam-se em ponto de colheita comercial,
ou seja, com coloragdo final com mais de 75% de
vermelho. Posteriormente, foi realizada selegéo dos
morangos por tamanho e auséncia de lesdo
mecanica, sendo em seguida, levados ao
Laboratério de Fisiologia Vegetal da Universidade
Tecnologica Federal do Parana - UTFPR, Campus
Dois Vizinhos.

No laboratorio, os morangos selecionados foram
colocados em bandejas de 15 x 20 cm, de isopor,
em numero de 20 frutos por cada uma. As
bandejas com morangos foram envolvidas com
filme plastico tipo PVC (15 m), mantendo-se as
mesmas na temperatura média de 24°C +2.

De cada tratamento, no momento da colheita,
foram separadas amostras de dez pseudofrutos,
que foram utilizados para as andlises iniciais de
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firmeza de polpa, teor de soélidos soluveis totais,
acidez total ftitulavel, proteinas totais, aguUcares
totais e fenilalanina-amoénialiase. Da mesma
maneira foram analisadas a perda da massa da
matéria fresca dos morangos, a incidéncia e
esporulacdo fungica e a percentagem de frutos
sadios apds quatro dias de armazenamento.

A medicao da firmeza de polpa foi realizada com
0 uso do penetrometro digital (Lutron modelo FG-
5020), ponteira de 8 mm de didmetro, colocado em
suporte metdlico. A firmeza foi determinada em
faces opostas do morango, sendo os valores
expressos em libras. O teor de sélidos sollveis
totais foi determinado com auxilio de refratdmetro
digital modelo RTD 45, expresso em °Brix. Para
determinacdo da acidez dos pseudofrutos foram
utilizados 10 mL de suco extraido com o uso de
extrator manual de polpa, acrescentado com 90 mL
de agua destilada. A partir desta solugéo, a acidez
total titulavel foi determinada através da utilizagcao
de bureta digital com NaOH até pH de 8,1. Os
valores foram expressos em meq/g.

Para andlise da perda de massa foi realizada
pesagem de cada bandeja com os pseudofrutos, no
inicio e no término do experimento, quantificando-
se assim a percentagem de perda que ocorreu nos
pseudofrutos. A incidéncia de doencas foi avaliada
de forma visual, e confirmada com auxilio de um
estereomicroscopio Optico, sendo considerando
fruto sadio ou podre, bem como a presengca ou
auséncia de esporulacao.

Foram também realizadas analises bioquimicas
no momento da colheita e quatro dias apos
armazenamento, utilizando-se para isso 10
pseudofrutos por tratamento. Para dosagem de
proteinas totais, as amostras dos pseudofrutos
foram maceradas em almofariz com 10 mL de
tampao fosfato 0,2 M (pH 7,5), seguido de sua
centrifugacéo (14.000 g / 10 min a 4°C), sendo o
sobrenadante coletado. Para a quantificacdo do
conteldo total de proteinas nas amostras foi
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empregado o teste de Bradford (1976), efetuando-
se a leitura em espectrofotdmetro (modelo UV-
1601-Shimadzu a 630 nm), com soro albumina
bovina como padrao.

A concentracdo dos acgUcares totais foi
determinada pelo método fenol-sulflrico, descrito
por Dubois et al. (1956), no qual teve as amostras
maceradas em almofariz, com 5 mL de tampéao
fosfato 0,2 M - pH 7,5; centrifugadas por 5 minutos
a 10.000 g. Foi utilizado 2 mL do extrato e
adicionado 0,5 mL de fenol a 5,0% + 2,5 mL acido
sulfirico concentrado. A leitura das amostras foi
realizada a 490 nm, sendo a concentracdo dos
acucares totais determinadas através de curva
padrédo de glicose.

A quantificagdo da fenilalanina-amonialiase foi
por colorimetria do &cido trans-cindmico liberado do
substrato  fenilalanina, conforme metodologia
descrita por Kuhn (2007).

Foi utilizado o delineamento experimental em
blocos casualizados, com quatro repeticdes,
utilizando-se 20 plantas por parcela. Os dados
foram submetidos ao teste de normalidade de
Lilliefords, sendo que quando que nao
homogéneos, os mesmos foram transformados
segundo , os resultados de cada variavel foram
submetidos a andlise de varidncia e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Resultados e discussao

De acordo com a Tabela 1, observa-se que nao
foi verificado efeito dos tratamentos aplicados na
pré-colheita do morangueiro sobre a incidéncia de
podriddes do mofo cinzento e esporulagdo de
fungos (Botrytis cinerea) e percentagem de
morangos sadios.

Para incidéncia de podriddo e de morangos
aceitaveis para o consumidor verificou-se elevado
percentual de perdas em todos os tratamentos, o
que pode estar relacionado a temperatura ambiente
em que os frutos permaneceram (240C), favoravel
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TABELA 1. Incidéncia de podndic (%), pseudofrutos com esporulagio (%) ¢
peeudofrutos sadios (%) onundas de morangueires tatados com extratos vegetms

calda bordalesa na pra-colheita
Trammento Tncidencia Esporulagio Frutos mdios
Arua 129ns 0,01 ns 25 86 ns
Extrato de Pitanga 133 113 10,48
Extrato de cravo da 76,8 1,98 16,14
indza
Extrato de caléndula 39,3 1,83 25,68
Calda bordalesa 63,3 1,98 30,62
CV (%) 309 1883 2139

*Medias seguidas pela mesma letra minuscula ma coluna e mamscula na linha difersm
enire 51 pelo lesie de JTukeya 2% de probabilidade

ns. ndo significativo pelo feste F.

para proliferagdo de fungos, demonstrando-se
assim que os extratos ndo foram eficientes para o
controle destes. Tais condigbes buscaram
reproduzir aquelas utilizadas no processo de
comercializacdo de morangos em mercados. No
entanto, tais dados sugerem o desenvolvimento de
novos trabalhos considerando o armazenamento
em temperaturas inferiores aquelas utilizadas neste
experimento.

Tais condigbes de armazenamento, nao
propiciaram também o efeito esperado na redugéao
de podriddes em poés-colheita, pela hipdtese de
inducdo de resisténcia, fato esse observado pela
atividade da FAL, a qual apresentou similaridade
estatistica entre os tratamentos (Tabela 2). A
analise desta enzima é importante para constatar
se houve inducdo ou ndo para resisténcia, uma vez
que a rota dos fenilpropantides é iniciada pela
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conversao da L-fenilalanina a &cido trans-cinamico,
na reagdo de determinacdo catalisada pela enzima
FAL, sendo de suma importancia para a producao
de compostos  fendlicos com  potencial
antimicrobiano (PEREIRA et al., 2009).

Analisando-se ainda estes dados verificou-se
que os tratamentos também nao tiveram influéncia
estatistica no teor de proteinas dos morangos
(Tabela 2) e perda de massa, firmeza de polpa,
acidez titulavel e SST final (tabela 3).

Os tratamentos apresentaram efeito sobre os
parametros aclcares total (tabela 2), acidez
titulavel e SST inicial (tabela 3). Tais dados
permitem afirmar que os extratos apresentam acéo
sobre o metabolismo dos frutos, possivelmente
interferéncia no metabolismo primario, como no
ciclo de Krebs ou nas rotas de substratos para o
metabolismo secundario, via fenilpropandides,
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TABEL A 2 Agtcares totass (mg g ), proteinas totais (mg g™') ¢ FAL (Uabs min mg

proteina 1 107") de momangos oriundes de plantas tratadas com extratos vegetas e

calda bordalesa na pré-colheita

Tratamenio Arocar total Proteina total FAL
Agua orL1>b 1,12 ns 0,02 ns

Extrato de Pimnga 871.97 121 0,02

Extatodecravo da 1053,71 ab 1,67 0,01

tndia

Ex trato de caléndula 123411 a 152 0,01

Calda bordalesa 107026 ab 0,66 0.06

CV (%) 9,46 30,97 1199

*Medus seguidas pela mesma letra manuscula m coluna & masiscula na linha diferem
entre 51 pelo Tese de Tukeya 5% de probabilidade.

ns. nao sigmhcatvo pelo teste F.

como o ciclo das pentoses ou fosfoenolpiruvato.
Nesse sentido, novos trabalhos devem ser
desenvolvidos, buscando elucidar o efeito dos
extratos sobre estes metabolismos.

Mazaro et al. (2013b), usando preparados de
extrato alcodlico, infusdo e maceragéo a base de
C. officinalis em pbs-colheita de morangos,
verificaram que os extratos nédo interferiram sobre
os parametros fisico-quimicos (perda de massa,
incidéncia de podriddes, firmeza de polpa, acidez
titulavel e solidos solUveis totais), corroborando
com os dados obtido no presente estudo. Ja para
os flavonéides e a atividade da enzima FAL, estes
mesmos autores verificaram estimulos pela
aplicacdo dos extratos, sendo que, com o uso do
extrato de C. officinalis por meio de maceracao em
todas as suas concentragdes, houve redugdo no
crescimento do fungo B. cinerea, e as doses acima
de 2,5% a capacidade de inibicao foi total.
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Venturoso et al. (2011), avaliando varios
extratos vegetais sobre o desenvolvimento de
fitopatdgenos, na condigéo in vitro, verificaram que
os melhores resultados foram obtidos com os
preparados de  cravo-da-india  (Syzygium
aromaticum) e alho (Allium sativum L). Nesse
sentido, tal potencial fungistatico nao foi observado
no presente trabalho, possivelmente pela condigdo
de avaliacdo in vivo no patossistema (Botrytis
cinerea x Morangueiro), ser diferente das
condicdes in vitro avaliadas pelos autores.

Considerando de forma conjunta os dados,
pode-se afirmar que os extratos vegetais de folhas
de pitangueira (E. uniflora), flores de caléndula (C.
officinalis) e capitulo floral de cravo-da-india (S.
aromaticum), além de calda bordalesa aplicados
na pré-colheita ndo atuaram na redugdo de
podriddes na pos-colheita, mas apresentaram
efeito sobre o metabolismo vegetal com alteracao
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TABEL A 3. Perda de massa (%), firmeza de polps (IN) micial ¢ final, acidez omlavel
{meq. 100mL) imicial & final ¢ soldos soluvess ("Brix) mical & final de morangos
submetidos 2 tratamentos com extratos vegstais o calda bordaless em pre-colbsia

Dois Vizinhos 2012,

~ Tratamenty Perdade Femeza Femezm Acdsz Acidez 551 58T
Mmassa o fal final wicaal  final imicial final
Agua 3y 30ns O0'ms O43ps J,/5a 630ns 1092ab 6,.ns
Extrato de 3195 0.61 0,47 637 T49 982ab 3,50
Pitanga
Extrato de 3204 0.67 053 607c 631 12728 667
cravo da indiz
Extrato de 38.70 057 056 5874 590 1055ab 500
calendula
Calda 3491 0,70 0,70 584e 713 8200 6,87
bordalesa
CV (%) 893 976 21,23 023 1106 1403 1413

*Mgdaas seguadas pela mesma letra maniscula na coluna ¢ mamscula na Imha diferem
entre si pelo Tests de Tukey 2 3% de probabibdade ns. nio stgnificativo pelo este F

dos teores de agucares totais, SST e acidez
titulavel inicial. Nesse sentido, novos trabalhos
considerando diferentes condi¢cdes de
armazenamento, aplicacdo em pés-colheita,
diferentes concentracdes e formas de preparacao
dos extratos e pressdo de inoculo, merecem ser
melhor avaliados. Da mesma forma tais trabalhos
devem levar em consideracao outros
patossistemas, o que podera expressar o potencial
fungistatico dessas espécies in vivo e ndo apenas
in vitro.

Os extratos vegetais de folhas de pitangueira,
flores de caléndula e capitulo floral de cravo da
india, além de calda bordalesa aplicados na pré-
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colheita de morangos, ndo interferem nos
par&metros de incidéncia de podriddes, perda de
massa, firmeza de polpa e atividade da FAL. Tais
tratamentos atuam sobre aos SST e acidez titulavel
no momento da colheita, bem como nos niveis de
acucares totais na pés-colheita, no entanto, novos
trabalhos fazem-se necessarios para entendimento
dessas rotas envolvidas.
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