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RESUMO: Foram desenvolvidos trés experimentos com o objetivo de avaliar o potencial de
preparados a base de caléndula (Calendula officinalis L.) na induc¢ao de fitoalexinas em cotilédones
de soja, na indugdo de mecanismos de resisténcia em frutos de morango, e o efeito fungistatico
sobre Botrytis cinerea in vitro. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
quatro repeticdes, para 15 tratamentos resultantes da combinagéo de trés formas de extragéo
(extrato alcodlico, infusdo, e maceragédo) em cinco concentragdes (zero; 1,25; 2,5; 5; e 10%). Os
resultados demonstram que os preparados de C. officinalis apresentaram capacidade de indugao
das fitoalexinas gliceolinas em cotilédones de soja. Na aplicagédo dos preparados em poés-colheita
de morangos ocorreu alteragéo no teor de flavondides, bem como a atividade da enzima FAL foi
estimulada pela aplicagdo dos extratos; no entanto, ndo foi constatado o controle de podridao
dos frutos. O efeito fungistatico foi observado na extragdo por maceragdo em todas as suas
concentragdes reduzindo o crescimento do fungo B. cinerea in vitro sendo que, a partir de 2,5%,
observou-se inibigao total. A extracao por infusdo também apresentou resposta positiva na redugéo
do crescimento de B. cinerea, com melhor resposta na concentragéo de 10% do preparado.

Palavras-chave: Morango, Plantas medicinais, Gliceolina, Controle alternativo de doencas.

ABSTRACT: Potential of Calendula officinalis L. extracts in inducing phytoalexin synthesis
and fungistatic effect on Botrytis cinerea in vitro. Three experiments were carried out to
evaluate the potential of calendula (Calendula officinalis L.) extracts for phytoalexin induction
in soybean cotyledons, resistance mechanism induction in strawberry fruits and fungistatic
effect on Botrytis cinerea in vitro. Experimental design was completely randomized with 15
treatments resulting from the combination of three forms of extraction (alcohol extract, infusion
and maceration) at five concentrations (zero, 1.25, 2.5, 5 and 10%). Results showed that C.
officinalis extracts could induce the phytoalexins glyceollins in soybean cotyledons. In the
application of extracts during the strawberry postharvest, there was a change in flavonoid
content, as well as in the activity of the enzyme PAL, which was stimulated by the application
of extracts; however, fruit rot control was not noted. Fungistatic effect was observed for the
extract obtained by maceration at all used concentrations, reducing in vitro the growth of the
fungus B. cinerea, and from 2.5% there was total inhibition. The extract obtained by infusion
also showed a positive response in reducing B. cinerea growth, with better response at the
concentration of 10% extract.

Key words: Strawberry, Medicinal plants, Glyceollin, Alternative control of diseases.

INTRODUGAO

Ademanda mundial por alimentos isentos de
agrotoxicos vem impulsionando pesquisas na busca
de métodos alternativos ao controle de patdgenos
em plantas. Diversos trabalhos mostram o potencial
de plantas medicinais no controle de fitopatégenos,
tanto por sua acgao fungistatica direta, inibindo o
crescimento micelial e a germinagdo de esporos,
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quanto pela capacidade de induzir a defesa das
plantas com o acumulo de fitoalexinas, indicando
a presenga de moléculas com caracteristicas
eliciadoras (Bonaldo et al., 2004).

A Calendula officinalis L. esta entre as
diversas espécies usadas pela medicina popular e
pesquisadas cientificamente, tendo seu uso descrito
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para tratamentos de processos febris, canceres e
antiinflamatério de pele em humanos e animais,
bem como efeito antimicrobiano (De Tommasi et
al., 1991).

O estudo da C. officinalis torna-se importante
dentro dos aspectos cientificos pela sua diversidade
de ingredientes ativos, os quais podem apresentar
potencial para utilizagdo na agricultura, ativando
rotas de defesa, com a produgdo de metabdlitos
secundarios como as fitoalexinas.

As fitoalexinas sédo metabdlitos secundarios,
antimicrobianos, produzidos pela planta em resposta
a estresses fisicos, quimicos ou biolégicos. O
modo de agdo sobre fungos inclui a granulagéo
citoplasmatica, desorganizagao dos conteudos
celulares, ruptura da membrana plasmatica e
inibicdo de enzimas fungicas, refletindo na inibigcao
da germinacado e elongagédo do tubo germinativo
e reducgdo ou inibicdo do crescimento micelial. As
fitoalexinas possuem grande diversidade, sendo
que mais de 300 tipos ja foram caracterizados
entre diferentes classes de compostos quimicos,
como cumarinas, diterpenos, flavondides e
dioxiantocianidinas (Cavalcanti et al., 2005).

Em soja, a fitoalexina gliceolina
(pterocarpandide) mostra-se importante na interacéo
dessa leguminosa com fitopatdégenos, sendo que a
utilizagéo de cotilédones de soja mostra-se como
excelente ferramenta para estudos envolvendo agéao
elicitora de moléculas de origem bidtica e abidtica
(Schwan-Estrada et al., 2000).

Nesse sentido trabalhos que busquem
avaliar o potencial da C. officinalis, sejam na
inducao de resisténcia em plantas ou seu efeito
fungistatico sobre patégenos sdo necessarios,
razao desse trabalho. Assim, os objetivos do
trabalho foram avaliar o potencial de preparados
a base de caléndula (C. officinalis ) na indugéo de
fitoalexinas em cotilédones de soja, na indugéo de
mecanismos de resisténcia em frutos de morango
e o efeito fungistatico sobre Botrytis cinerea Pers.
ex Fr. in vitro.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi dividido em trés
experimentos conduzidos nos anos de 2009 e 2010,
no Laboratério de Fitossanidade e Bioquimica da
Universidade Tecnolégica Federal do Parana —
UTFPR, Campus de Dois Vizinhos — PR.

Nos trés experimentos conduzidos, utilizou-
se o0 delineamento experimental inteiramente
casualizado, em fatorial 3 x 5, constituindo 15
tratamentos, sendo trés formas de extragdo dos
preparados a base de capitulos florais de C.
officinalis, obtidos por extragao alcodlica, infuséo e
maceragao e cinco concentragdes (zero, 1,25; 2,5;
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5 e 10%). Na concentragao zero utilizou-se agua
destilada. Para todos os tratamentos utilizou-se 4
repeticoes.

O extrato alcodlico foi obtido a partir de
50 gramas de capitulos florais de C. officinalis
desidratados, os quais foram imersos em 500mL de
alcool de cereais por 48 horas na auséncia de luz.
Apos este periodo, foi feita a filtragem em papel filtro
procurando-se separar a parte soélida da solugao.
Na sequéncia foi removido o etanol presente na
solugao por meio do evaporador rotativo durante
1 hora e 30 minutos a temperatura de 60°C. O
restante do residuo da evaporagéo foi dissolvido em
agua destilada até completar o volume da solugao.
A partir desta solugdo pronta na concentragdo de
10% foram preparadas as demais (5; 2,5 e 1,25%)
fracionando-se a mesma.

A infusdo foi obtida utilizando 500mL de
agua destilada a qual foi previamente aquecida até
a temperatura de 100°C e logo apos adicionada
sobre 50 gramas de capitulos florais de C. officinalis
desidratados, deixando-se agir por 20 minutos
em recipiente fechado. Na sequéncia, foi feita a
filtragem em papel filtro para separagdo da parte
sélida da solugao, a qual foi utilizada como extrato
na concentracdo de 10%. Desta solugdo, foram
preparadas as demais concentragdes (5; 2,5 e
1,25%).

Para a obtengcdo da maceracgao, triturou-
se em liquidificador 50 gramas de capitulos florais
da planta C. officinalis desidratados, com 500mL
de agua destilada fria. Apds a trituragdo deixou-se
reservar por periodo de 8 horas e feita a filtragem em
papel filtro separando-se a parte soélida da solugao.
A partir desta solugéo de 10% foram preparadas as
demais concentragdes (5; 2,5 e 1,25%).

O isolado do fungo foi obtido a partir de
morangos infectados com B. cinerea provenientes
de plantagao comercial do municipio de Dois
Vizinhos (PR). Apos a coleta, este material foi levado
para o laboratério e as estruturas do patégeno
transferidas para placas de Petri®, contendo meio
BDA (batata, dextrose e agar), com auxilio de estilete
e incubadas em camara de crescimento a 25 °C, por
sete dias no escuro.

A descontaminagao do fungo foi realizada
através de sucessivas repicagens até a obtencao
de cultura pura. Foram adicionados 10mL de agua
destilada nas placas de Petri®, contendo as culturas,
friccionando-se levemente as colénias com auxilio
de um pincel para a obteng¢ao da suspensao. Através
de sucessivas diluigdes foi ajustada a concentragao
da suspensao de B. cinerea para 1 x 10* esporos.
mL-', contados com auxilio de cdmara de Neubauer
€ microscopio optico (Wagner Junior et al., 2005).

No primeiro experimento, avaliou-se a
inducdo de fitoalexinas em cotilédones de soja
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em resposta a preparados a base de C. officinalis.
Sementes de soja cv. “COODETEC 205” foram
semeadas em gerbox contendo areia autoclavada
e mantidas em temperatura ambiente por 10 dias.
Ap6s a emergéncia das plantulas os cotilédones
foram removidos e lavados com agua destilada.
Na face abaxial dos cotilédones foi feito um corte
superficial e sobre esse corte, depositou-se 40uL
da preparacgao elicitora, no caso um dos preparados
ou de agua destilada utilizada como testemunha.
Os cotilédones foram pesados e na sequéncia
colocados em placas de Petri®, quatro por placa
(parcela experimental) previamente forrada com
disco de papel filtro umedecido com agua destilada.
As placas foram tampadas e mantidas em estufa,
a 26°C, no escuro. Apos o periodo de 20 horas,
os cotilédones foram retirados das placas e
colocados em tubos de plasticos contendo 15mL
de agua destilada, e entdo, estes tubos foram
submetidos a agitagdo magnética por 1 hora para
a extracéo de gliceolina. A solucéo foi filtrada e a
absorbancia determinada em espectrofotémetro,
marca NOVATECNICA, modelo UV — SP 2000
Spectrum a 285nm.

No segundo experimento avaliou-se o uso
dos preparados a base de C. officinalis sobre a pés-
colheita de morangos. Neste experimento foram
utilizados frutos de morangueiro da cv. “Aroma”
oriundos de uma propriedade rural do municipio
de Dois Vizinhos (PR). Os frutos imediatamente
apos a colheita foram acondicionados em bandejas
plasticas, utilizando-se 15 frutos por bandeja
(parcela experimental). Os frutos foram pulverizados
com 2mL de um dos preparados, de acordo com
sua forma de extragdo e concentragdo. Apods 6
horas da pulverizagdo dos preparados, efetuou-se
a inoculacgdo, através de pulverizagédo dos frutos
de uma suspensao aquosa contendo 104 conidios/
mL de B. cinerea. As avaliagdes iniciaram apods
a primeira bandeja apresentar 50% dos frutos
contaminados por fungos, cerca de trés dias
apoés a inoculagdo do mesmo. Foram avaliadas
as variaveis: podriddes, fisico-quimicas (perda de
massa, firmeza de polpa, teor de sdélidos soluveis
totais e acidez titulavel) e bioquimicas (agucares
totais, proteinas totais, antocianinas e flavonoéides e
atividade da enzima fenilalanina amdnia-liase - FAL).
Todas as variaveis foram analisadas no Laboratorio
de Fisiologia Vegetal e Bioquimica da UTFPR -
Campus Dois Vizinhos. As analises bioquimicas
foram realizadas a partir de amostras coletadas dos
mesmos pseudofrutos utilizados para as analises
fisico-quimicas, as quais foram imediatamente
armazenadas em freezer a -20°C apoés a coleta, até
as avaliagoes.

A perda de massa foi obtida pela diferenca
de massa nas amostras do dia da instalagao do

experimento e do valor encontrado nas pesagens
realizadas no final do experimento. A avaliagéo
da incidéncia de podriddes foi realizada pela
analise visual e expressa em percentual de frutos,
sendo consideradas frutos podres aquelas que
apresentavam sintomas tipicos (micélio aparente)
de ataque de patdgenos, sendo os patdégenos
identificados com o uso de lupas de mesa.

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

O teor de sdlidos soluveis totais dos frutos
foi analisado a partir do suco extraido e analisado
com o auxilio de um refratbmetro Takemura.

Para analise da acidez titulavel foi extraido
10 ml de suco da polpa dos frutos e acrescentados
90 mL de agua destilada. A determinacéo da acidez
foi por titulagdo com NaOH 0,1N até atingir valor de
pH 8,1 e expresso em gramas de acido citrico/100ml.

As concentragdes de agucares soluveis
totais foram determinadas pelo método fenol-
sulfurico, descrito por Dubois et al. (1956). Para
dosagem de proteinas foi empregado o teste de
Bradford (1976). Para a quantificacao de flavondides
e antocianinas pesou-se 1g da polpa de morango,
macerado posteriormente em almofariz, juntamente
com 25 mL da solugdo extratora, formada por etanol
95% + HCI1,5N (HCI 1,5 N = 125mL de HCI P.A. +
875 mL de agua destilada) na proporgao de 85:15,
ou seja, 850 mL de etanol 95% para 150 mL de HCI
1,5N quando para 1000 mL. Apds a maceragéo, 0s
extratos foram acondicionados em tubos de ensaio
ao abrigo da luz e refrigerados por aproximadamente
4°C, durante periodo de 20 horas. Apoés este periodo,
os extratos foram filtrados, lavados com mais 25
mL da solucao extratora e deixados em repouso
em frasco coberto por papel aluminio por 2 horas.
Posteriormente retirou-se 1mL da amostra o qual foi
adicionado a 10mL da solugao extratora, em tubo de
ensaio e agitado em vortex. Na sequéncia foi feita
a leitura das amostras no espectrofotdbmetro a 374
nm para obtencao da absorbancia de flavonodides
e a 535nm para obtengédo da absorbancia de
antocianinas.

Adeterminacgéao da atividade da fenilalanina
amonia-liase foi por quantificagdo colorimétrica
do acido trans-cindmico liberado do substrato
fenilalanina, conforme metodologia descrita por
Kuhn (2007).

No terceiro experimento avaliou-se, o
potencial fungistatico dos preparados a base de C.
officinalis sobre B. cinerea, in vitro. Nessa avaliagao
foi utilizado uma suspenséo aquosa de conidios de
B. cinerea previamente calibrada, de 1 x 10* esporos.
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mL-'. Em cada placa de Petri (unidade experimental)
foram adicionados 18mL de meio de cultura BDA
e 2mL de determinado preparado, perfazendo-se
assim na concentragdo de 10% do preparado no
meio de cultura. Apés a solidificagao, foi realizado
um orificio de 8 mm no centro da placa, no qual
introduziu-se 2ul da suspensao aquosa de conidios
de B. cinerea. As placas foram mantidas em camara
de crescimento por sete dias a 25°C no escuro. Apos
este periodo foram feitas duas aferi¢des de diametro
ortogonais do halo de crescimento do fungo, com o
auxilio de paquimetro digital.

Os dados foram submetidos a analise
de variancia e quando significativos as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey para o
fator qualitativo e analise de regressao para o fator
quantitativo, a 5% de probabilidade de erro, com o
auxilio do software de analise estatistica ASSISTAT.

Os dados de perda de massa e incidéncia
de podridées sofreram transformagéo (arco seno
Jx/100) antes da realizagdo da analise estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento I: indugéo de fitoalexinas em
cotilédones de soja em resposta a derivados a
base de C. officinalis

Os preparados da C. officinalis apresentaram
estatisticamente agao significativa na indugdo das
fitoalexinas gliceolinas em cotilédones de soja
(Figura 1). De acordo com os resultados obtidos,
a maceragao apresentou os melhores resultados
em comparagao com infusdo e o extrato alcodlico.
Para maceracgao a curva de regressao foi quadratica,
com o ponto de maxima eficiéncia, em 9,73% do
preparado. O extrato alcodlico também apresentou
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curva quadratica com ponto de maxima eficiéncia
em 6,10%. Ja para a infusdo o comportamento da
curva foi cubica, com ponto de maxima em 2,72%
e de minima em 7,28%.

Os resultados obtidos corroboram com os
observados por Bonaldo et al. (2004) utilizando
diferentes concentrag¢des (0,1; 1; 5; 10; 15; 20 e
25%) de extrato de eucalipto, demonstrando que
a producéo de fitoalexinas deoxiantocianidinas
em mesocotilos de sorgo foi mais expressiva nas
maiores concentragdes. Bem como trabalhos
realizados por Stangarlin et al. (1999) em diversas
espécies como canfora, poejo, roma, cardo santo e
pitangueira também foram observados maior sintese
de fitoalexinas em concentragbes mais elevadas
desses extratos.

Dados semelhantes foram observados
por Mazaro et al. (2008a) com preparados de
pitangueira, entre eles extrato alcodlico, infusao
€ maceragao, nas suas maiores concentragoes,
possibilitando maior indugao de fitoalexinas em
cotilédones de soja. Em mesocétilos de sorgo a
produgéo de fitoalexinas também apresentou um
sensivel acumulo quando foram aplicados hidrolatos
de Helietta apiculata, Conyza canadensis (L.)
e Cymbopogon nardus (L.), principalmente nas
maiores concentragdes (Franzener et al, 2007).

Conforme relatado por Mazaro et. al.
(2008a), possivelmente, concentragdes mais
elevadas fazem com que a percepgao de sinais
derivados do elicitor seja mais eficiente, causando
alteragbes no metabolismo celular, como ativagéao
de proteinas G, aumento no fluxo de ions através
da membrana plasmatica, atividade de quinases
e fosfatases e a produgcdo de mensageiros
secundarios, ativando rotas metabdlicas, entre elas
a sintese de fitoalexinas.
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FIGURA 1. Absorbancia de fitoalexina gliceolina (285 por grama de peso fresco) em cotilédones de soja pelos
diferentes preparados e concentragdes de Calendula officinalis. UTFPR, Dois Vizinhos, 2010.
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TABELA 1. Perda de massa, incidéncia de podriddes, firmeza de polpa, acidez e solidos soluveis totais de
morangos tratados com preparados extraidos da planta medicinal C. officinalis, UTFPR, Dois Vizinhos, 2010.

Preparados Concentragao (%)
0 1,25 2,5 5 10
Perda de massa (%)
Extrato alcodlico 2,76 3,34 s 3,36 2,88 s 3,18
Infuséo 2,76 3,18 3,24 2,58 2,93
Maceragao 2,76 3,48 3,02 2,63 2,87
CV (%) 7,96
Incidéncia de Podriddes (%)
Extrato alcodlico 65,00m 64,99 s 60,00ns 51,66 s 68,33 s
Infuséo 65,00 54,99 58,33 48,33 55,00
Maceragao 65,00 56,66 60,00 55,00 53,33
CV (%) 16,88
Firmeza de polpa (N)
Extrato alcodlico 14.44rs 13.98ns 15.10ms 13.40ns 12.25ns
Infuséo 14.44 11.65 13.50 13.32 15.55
Maceragao 14.44 15.71 12.81 12.75 14.34
CV (%) 8.33
Acidez (g.ac/100g MV)
Extrato alcodlico 1.0550 s 1.0875ns 1.0075n 1.0525ns 1.0075ns
Infusédo 1.0550 1.0325 1.0375 1.0650 1.0200
Maceragéo 1.0550 1.0750 1.0550 1.0825 1.0200
CV (%) 7,49
Sdlidos soluveis totais (°Brix)
Extrato alcodlico 6,66 s 6,64 s 6,65 6,26 6,42ns
Infuséo 6,66 6,64 6,44 6,81 6,43
Maceragao 6,66 6,84 6,78 6,45 6,75
CV (%) 4,30

s Nao significativo ao Teste F.

Experimento Il — Caracteristicas fisico-
quimicas em pés-colheita de morangos pelo uso
de preparados a base de C. officinalis

Considerando-se a influéncia da aplicagao
dos preparados sobre as variaveis fisico-quimicas
observou-se que estes nao diferiram entre si sobre
perda de massa, incidéncia de podridoes, firmeza
de polpa, acidez titulavel e sélidos soluveis totais
(Tabela 1).

Observou-se que a perda de massa ocorreu
dentro da normalidade para a cultura, nao diferindo
estatisticamente da testemunha em nenhum dos
tratamentos testados. Conforme Mazaro et al.
(2008b), a perda de massa fresca em morangos &
causada principalmente pela perda de agua do fruto
através dos processos de transpiracao e respiragao.
O morango, devido a sua epiderme fina e ao seu alto

teor de umidade, tem alta sensibilidade a perda de
agua, em funcgao da transpiracao frente as baixas
umidades relativas do ar e as altas temperaturas,
resultando em desidratagao do fruto.

O percentual de reducéo dos frutos podres
nao sofreu interferéncia dos preparados testados,
sendo que para todos os preparados a incidéncia
de podriddes foi elevada. Possivelmente, o fungo
fitopatogénico inoculado, Botrytis cinerea, teve uma
capacidade patogénica elevada, favorecida pela
inoculagao em pos-colheita. Com isso a pressao de
indculo, a agressividade do patégeno, as condigbes
favoraveis e a suscetibilidade dos morangos nao
permitiram observar qualquer efeito dos preparados
sobre a incidéncia de podriddes. Sendo o mofo-
cinzento o principal patégeno estudado em pds-
colheita de morangos e o grande desafio das
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pesquisas nessa area.

A firmeza de polpa é uma variavel muito
importante em frutos, conforme Mazaro et al. (2008b)
a perda de firmeza é dependente da degradagao
da parede celular e turgidez dos tecidos. Durante
a maturagdo ocorre o incremento de enzimas,
principalmente a poligalacturonase, a pectinase e
a celulase, degradando os principais constituintes
da parede celular, como a transformacao de
protopectinas em pectinas soluveis. A perda de
firmeza nesse experimento ocorreu dentro da
normalidade da pds-colheita de morangos.

As médias de acidez titulavel e solidos
soluveis totais apesar de ndo terem apresentado
diferencgas entre si, da sua qualidade, de acordo com
a forma de extragdo e concentragao dos preparados
sdo variaveis importantes na retengéo da maturagéao
dos morangos e na preservagao da sua qualidade.

Conforme Mazaro et al. (2008b) a perda
da acidez esta relacionada ao processo natural de
maturagdo dos frutos, pois ocorre utilizagdo dos
acidos organicos, principalmente citrico e malico em
morangos, como substrato no processo respiratorio
via ciclo de Krebs. Os acidos organicos e os agucares
sao importantes componentes do sabor e aroma e a
relacéo agucares/acidez é frequentemente utilizada
como indice de qualidade e de aceitabilidade, pelo
consumidor, para frutas (Moraes, 2005). Os sdlidos
soluveis totais mantiveram-se dentro da normalidade
na vida pos-colheita dos morangos. Nestes
parametros também nao ocorreram alteragdes ou
comportamentos anormais em fungao da aplicagcao
dos tratamentos.

Nas analises bioquimicas (Tabela 2)
realizadas para agucares totais e antocianinas, os
dados nao diferiram estatisticamente entre si para os
fatores estudados e a interagao destes, sendo que
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os valores mantiveram-se dentro da normalidade.

Para os flavonodides obteve-se diferenga
estatistica na interacdo (forma de extragdo x
concentragado do preparado). De acordo com os
resultados obtidos, o extrato alcodlico apresentou
os melhores resultados em comparagéo com infusdo
€ a maceragao. Para o extrato alcodlico a curva de
regressao foi quadratica, com o ponto de maxima
eficiéncia, em 7,7% do preparado. Ainfusdo também
apresentou curva quadratica com ponto de maxima
eficiéncia em 16,26%. Ja para a maceragéo o
comportamento da curva foi cubica, com ponto de
maxima em 2,70% e de minima em 7,69%.

Os flavondides sao estruturas polifendlicas
de baixa massa molecular encontradas naturalmente
nas plantas, onde sédo os responsaveis pelo aspecto
colorido das folhas, flores e frutos (Moon; Wang;
Morris, 2006). Entre suas principais propriedades
biolégicas destacam-se a atividade antioxidante,
protegendo os organismos dos raios ultravioletas,
poluicdo ambiental, substancias quimicas presentes
nos alimentos e estresses, dentre outros (Volp et
al., 2008).

Para a enzima fenilalanina amdnia-liase —
FAL obteve-se diferenga significativa na interagéo
(formas de extragéo x concentragéo do preparado).
De acordo com os resultados obtidos, todos
os preparados tiveram capacidade de induzir a
atividade da FAL (Figura 3). Para maceragéo e
infusdo a curva de regresséao foi quadratica, com
o ponto de maxima eficiéncia, em 5,2% e 7,32%
respectivamente. Ja para o extrato alcodlico o
comportamento da curva foi cubica, com ponto de
maxima em 2,54% e de minima em 6,16%.

Os resultados da atividade da FAL foram
bastante interessantes, pois ocorreu estimulo da
mesma pela aplicagao dos preparados, bem como

TABELA 2: Variaveis bioquimicas de morangos tratados com diferentes preparados e concentragdes da planta
medicinal C. officinalis, UTFPR, Dois Vizinhos, 2010.

Preparados Concentragao (%)

0 1,25 2,5 5 10

Acucares totais (mg/g.tecido)
Extrato alcodlico 877,245 913,094ns 758,470 878,890 743,361
Infuséo 877,245 795,468 771,002 969,846 842,604
Maceragao 877,245 931,075 851,149 904,250 880,805
CV (%) 7,12
Antocianinas (mg/100g)

Extrato alcodlico 33,136 31,664 25,147ms 28,413m 30,921ns
Infuséo 33,136 30,801 29,660 24,574 23,749
Maceracao 33,136 32,834 29,257 33,108 30,604
CV (%) 11,35

s Nao significativo ao Teste F.
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FIGURA 2: Teor de flavonbdides em morangos tratados com diferentes preparados e concentracdes da planta

medicinal C. officinalis, UTFPR, Dois Vizinhos, 2010.

no aumento dos flavondides, sendo os mesmos,
produtos da ativagdo da rota metabdlica dos
fenilpropandides, tendo a FAL como enzima chave.
Conforme Cavalcanti et al. (2005) a FAL atua na
desaminagao da L-fenilalanina, formando acido
trans-cindmico e amoénia. O acido trans-cindmico
pode ser incorporado em diferentes compostos
fendlicos (acido 4-cumarico, acido caféico, acido
ferulico), os quais estdo presentes na formagéao
de ésteres, cumarinas, flavondides e ligninas.
Possivelmente a fenilalanina amonia-liase € a enzima
mais estudada no metabolismo secundario vegetal,
pois esta situada em um ponto de ramificagao entre
0 metabolismo primario e secundario e a reagdo que
ela catalisa € uma etapa reguladora importante na
formagédo de muitos compostos fendlicos (Taiz &
Zeiger, 2004).

Experimento Ill — Avaliagao in vitro do
potencial fungistatico dos preparados a base de
C. officinalis sob o fungo B. cinerea

Na figura 4 os resultados observados
demonstraram influéncia significativa dos
preparados de C. officinalis sobre a redugéao
do crescimento de B. cinerea. Ao comparar
os diferentes preparados observou-se que a
maceragao apresentou destaque na inibicdo do
crescimento do patégeno. Possivelmente, isto esteja
relacionado ao fato de que a técnica de obtencao
do extrato alcodlico, o qual aquece o preparado a
60° C para extragao do alcool, e infusdo, aonde se
utiliza agua fervente, podem fazer com que ocorra a
desestruturagdo de alguma molécula ou composto
de agao antimicrobiana.

Nas analises de regressao, para maceragao,

2,50 S
=
£2.00 y=0.0092%3- 0.1198x2 + 0.4208x + 0.6626
g £
= J
E150 1 e + gxtrato alcoolico
e Rt T L i = minfusac
% 100 B T Ec. A Maceracio
- ki "k
g y = -0.0133x2 + 01946x + 0.6473 y=-0.0258x2 + 0.2722x% + 0.6753
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-
=
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FIGURA 3. Atividade da enzima FAL em morangos tratados com diferentes preparados e concentragées da
planta medicinal C. officinalis, UTFPR, Dois Vizinhos, 2010.
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FIGURA 4. Crescimento micelial de B. cinerea (mm) em diferentes preparados e concentra¢des de Calendula

officinalis. UTFPR, Dois Vizinhos, 2010.

a curva foi quadratica, com o ponto de maxima
eficiéncia em 3,23% do preparado, impedindo o
crescimento micelial a partir de 2,5% do preparado.
Ainfusdo também apresentou curva quadratica com
ponto de maxima eficiéncia na maior concentragao
avaliada, ou seja, 10%. Ja para o extrato alcodlico
o comportamento da curva foi cubica, com ponto de
maxima em 2,26% e de minima em 7,97%.

Estes resultados permitem afirmar que a
C. officinalis produz ingredientes ativos eficientes
no controle in vitro de B. cinerea.

Resultados semelhantes destacaram o
preparado a base de maceragao em comparagao
com extrato alcodlico e infusdo no estudo de
Padilha et al. (2007), avaliando o potencial da
planta medicinal alfava-cravo (Ocimum basilicum)
na indugéo de fitoalexinas em cotilédones de soja.
Os autores destacaram o beneficio dessa técnica,
tendo a maceracao como vantagem de ser utilizada
pelo pequeno produtor, pois € uma técnica adaptavel
a pequena propriedade por nao ser necessario
a utilizacdo de equipamentos sofisticados para
preparagao da mesma.

O resultado observado com a C. officinalis
no controle de B. cinerea vem corroborar com 0s
propostos por diversos autores (Bonaldo et al.,
2004; Vigo-Schuliz et al., 2006; Gomes et al. 2009;
Medice et al., 2007), os quais citam o potencial de
plantas medicinais no controle de fitopatégenos,
tanto por sua agao fungistatica direta, inibindo o
crescimento micelial e a germinagdo de esporos,
quanto pela capacidade de induzir o acumulo de
fitoalexinas, indicando a presenca de moléculas
com caracteristicas elicitoras.

CONCLUSOES

Os preparados: extrato alcodlico, infuséo e
maceracgéao de C. officinalis apresentam capacidade
de indugao das fitoalexinas gliceolinas em cotilédones
de soja;

A aplicagao dos preparados: extrato
alcodlico, infusdo e maceracido a base de C.
officinalis em poés-colheita de morangos, nao
interfere sobre os seguintes parametros fisico-
quimicos: perda de massa, incidéncia de podriddes,
firmeza de polpa, acidez titulavel, sélidos sollveis
totais, nem sobre os parametros bioquimicos
agucares totais e antocianinas. Ja os flavonodides
e a atividade da enzima FAL sao estimuladas pela
aplicagao dos extratos.

O preparado a base de maceragao de
Calendula officinalis em todas as suas concentraces
reduz o crescimento do fungo B. cinerea in vitro
sendo que a partir de 2,5% desse preparado a
capacidade de inibicdo é total. O tratamento com
infusdo também apresenta resposta positiva na
reducdo do crescimento de B. cinerea, tendo
como melhor resposta concentragédo de 10% do
preparado.
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