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RESUMO

O morango, Fragaria x ananassa Duch., devido a sua perecibilidade vem recebendo uma alta
carga de produtos quimicos e sintéticos, fazendo crescer o numero de pesquisas relacionadas
ao uso de produtos alternativos na cultura. A caléndula, conhecida pelo seu potencial
terapéutico, vem sendo testada no meio agricola com o intuito de apurar seu potencial de
protecdo a agentes fitopatogénicos que possam atacar as culturas agricolas. Devido ao
pequeno namero de estudos envolvendo o uso da caléndula na agricultura, o presente trabalho
objetivou apurar, in vitro, o potencial fungicida frente a Colletotrichum acutatum e Botrytis
cinerea bem como o nematicida em Meloidogyne hapla. Para tanto, foram preparados,
separadamente, os extratos brutos aquosos foliar (EBAFO) e de capitulos (EBACA) da
caléndula, ambos a 10%. No ensaio que avaliou a atividade fungicida, as concentrac6es de 0%
(testemunha); 1,25%; 2,5%; 5% e 10% do EBAFO e do EBACA foram misturados,
individualmente, ao meio de cultura BDA (batata dextrose agar) fundente. O delineamento
utilizado foi inteiramente casualizado, com 5 tratamentos e 4 repeticdes. Avaliou-se 0
crescimento micelial dos fungos até um dos tratamentos ter alcancado o bordo da placa,
quando também se avaliou a esporulacdo em cadmara de Newbauer. Para a avaliacdo do
potencial nematicida, utilizou-se as concentracfes de 0% (testemunha); 6,25%; 12,5%; 25% e
50% com o mesmo delineamento, onde apds a obtencdo dos ovos, estes foram dispostos em
placas de microtitulacdo (tipo ELISA) e a eclosdo avaliada aos 12 dias. Os dados foram
submetidos a analise de variancia com o auxilio do software estatistico SASM — Agri e as
médias submetidas a analise de regressao com o auxilio da Planilha Eletrénica Excel, onde
foram analisadas as varidveis: extrato/crescimento micelial; extrato/esporulacdo
extrato/eclosdo. Os resultados obtidos demonstram que o EBACA tem acdo inibitoria sobre o
fungo B. cinerea, para o qual as concentragdes de 5% e 10% foram as que mais inibiram o
crescimento micelial em relacdo a testemunha. No ensaio com o EBAFO, os tratamentos
estimularam o crescimento micelial em relacdo a testemunha. Frente ao fungo C. acutatum,
ndo foi observado efeito fungistatico de nenhuma das concentracdes de ambos 0s extratos
testados, e sim, um efeito estimulante gradativo na maioria dos tratamentos em comparacéo a
testemunha, com diferenca chegando a 1,4 cm com a aplicacdo do extrato de capitulos e 4,2
cm para o foliar. Ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, quando foi avaliada
esporulacdo de ambos os patégenos. As diferentes concentragdes dos extratos oriundo dos
capitulos e folhas de C. officinalis exerceram efeito significativo sobre a eclosdo de J2 em
relacdo a testemunha, sendo possivel observar uma reducdo na porcentagem de eclosdo em
relacdo a testemunha ja na dose mais baixa do extrato (6,25%).

Palavras chaves: Caléndula. Fragaria x ananassa Duch. Colletotrichum acutatum. Botrytis
cinerea. Meloidogyne hapla.



ABSTRACT

The strawberry, Fragaria x ananassa Duch., due to its high perishability comes receiving a
high load of chemical and synthetic products, increasing the number of researches related
with the use of alternative products in the cultivation. The calendula, known for its therapeutic
potential, is being tested in the agricultural environment with the intention of determining its
potential to protect the phytopathogenic agents that could attack agricultural crops. Due to the
small number of studies involving the use of calendula in agriculture, the present study aimed
to investigate, in vitro, the fungicidal potential against Colletotrichum acutatum and Botrytis
cinerea as well as the nematicides potential on Meloidogyne hapla. To do so, were prepared,
separately, the aqueous crude roister extract (EBAFO) and chapters (EBACA) of calendula,
both 10%. In the trial that assessed the fungicidal activity, the concentrations of 0% (control);
1,25%; 2,5%; 5% and 10% of EBAFO and EBACA, were mixed, individually, in the middle
of PDA (potato dextrose agar) flux cultivation. The experimental design used was completely
randomized (CRD), with 5 treatments and 4 repetitions. It was evaluated the mycelial growth
of fungi until one of the treatments have reached the edge of the plate, when was also
evaluated the sporulation in the Newbauer chamber. For the evaluation of the nematicide
potential, were used the concentrations of 0% (control); 6,25%; 12,5%; 25% and 50% with
the same design, where after obtaining the eggs, they were placed in microtiter plates (ELISA
type), and the outbreak was evaluated at 12 days. The data were submitted to analysis of
variance with the help of the statistical software SASM — Agri and averages submitted to
regression analysis with the help of the Excel Spreadsheet, where the following variables
were analyzed: extract/mycelial growth; sporulation/extract; extract/outbreak. The results
obtained demonstrate that the EBACA has an inhibitory effect on the fungus B. cinerea, for
which the concentration of 5% and 10% were the most inhibited in the mycelial growth
compared to the control. In the trial with EBAFO, the treatments stimulated the mycelial
growth compared to the control. In front of the fungus C. acutatum, fungistatic effect was not
observed in any of the concentrations of both extracts tested, but rather a gradual stimulating
effect in most of the treatments compared to the control, with the difference reaching 1,4 cm
with the implementation of the extract of chapters and 4,2 cm for the roister. There was no
significant difference among the treatments, when was evaluated the sporulation of both
pathogens. Different concentrations of the extracts derived from the chapters and leaves of C.
officinalis exerted a significant effect on the outbreak of J2 in relation to the control, being
possible to observe a reduction in the percentage of the outbreak compared with the control
already in the lowest dose of the extract (6,25%).

Key words: Calendula. Fragaria x ananassa Duch. Colletotrichum acutatum. Botrytis
cinerea. Meloidogyne hapla.
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1 INTRODUCAO

A cadeia produtiva de morango (Fragaria x ananassa Duch.) possui grande expresséo
nacional, no qual o Rio Grande do Sul é responsavel por grande parte dessa producéo. E uma
hortalica que possui grande apreco na mesa do consumidor, devido sua coloracdo, sabor,
aroma, além das propriedades nutricionais contidas no fruto. Para seu cultivo, necessita de
grande aporte de méo-de-obra devido aos cuidados constantes por ser uma cultura com alto
grau de perecibilidade, e também, é alvo de cobrancas em se tratando de seguranca alimentar
(COCCO et al., 2011).

A cultura do morangueiro, tanto em sua fase vegetativa e especialmente nas fases
reprodutiva e de pds-colheita, é acometida por diversas doencas, principalmente as de carater
fangico, onde uma gama de patdgenos consegue penetrar facilmente devido a sensibilidade
caracteristica do fruto (MAZARO et al., 2008a).

Dentre as diversas injurias causadas por fungos, temos a antracnose, conhecida
também como “flor preta”, causada pelo fungo Colletotrichum acutatum, que quando penetra
na flor ou no fruto causa graves lesdes necroticas, tornando os frutos mumificados,
comprometendo o desenvolvimento destes e consequentemente a producdo (UENO, 1996).
Outra doenca de grande importancia na cultura e que acomete os frutos a campo e com maior
freqUéncia na pos-colheita € o mofo cinzento, resultado da infeccdo pelo fungo Botrytis
cinerea, que possui como sintoma caracteristico uma massa de micélio cinzenta, responsavel
por causar podriddes e posterior perda da producdo (COSTA; VENTURA; LOPES, 2011).
Além dos fungos, ha também as doencas causadas por nematoéides que atacam o0 morangueiro
produzindo galhas, que interferem significativamente no desenvolvimento da planta e por
seguinte na produtividade da cultura (GOMES e COFCEWICZ, 2005).

Devido a sensibilidade do morango e o potencial de danos dos patdgenos, o uso de
substancias quimicas e sintéticas para o controle de doencas torna-se excessivo na cultura.
Segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do ano de 2012, o
morango destacou-se como uma das hortalicas com o maior indice de residuos de agrotoxicos
bem como quanto & presenca de um maior nimero de amostras com residuos de substancias
de uso néo autorizado na cultura (ANVISA, 2013).

Diante deste cenario, cresce a necessidade do avanco de pesquisas visando 0 manejo
eficiente de doencas no morangueiro, utilizando matérias-primas naturais para a confeccao de
extratos. Autores como Portocarrero e Kososki (2009), destacam a preocupacao da populagéo

em relacdo a seguranca alimentar, onde a sociedade preza por alimentos mais naturais e
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saudaveis, com menor incidéncia de agrotoxicos e consequentemente menor teor de residuos
quimicos.

Esse controle, citado como alternativo, se utiliza de produtos extraidos de fontes
naturais, como flores, folhas entre outros, os quais ndo oferecem riscos a satude humana, ao
meio ambiente e aos animais que nele vivem. Produtos, na maioria das vezes, de facil acesso,
podendo ser adquiridos na propria propriedade, no caso de pequenos agricultores ou
agricultores familiares (CARNEIRO et al., 2007).

A Caléndula (Calendula officinalis) ¢ um exemplo de planta que pode ter esse
potencial. De ocorréncia cosmopolita, comum em locais de clima temperado, tropical, de
baixa umidade relativa e abertos, pertence a familia das Asteraceae (Compositae) (BORBA,
2010). E utilizada comumente de forma ornamental, conhecida por suas propriedades
medicinais atribuidas as diversas substancias produzidas pela mesma sendo uma das plantas
medicinais com maior espectro de uso em diferentes areas (CITADINI-ZANETTE;
NEGRELLE; BORBA, 2012). A partir de seus capitulos secos pode ser fabricado um extrato
com potencial de uso na agricultura, pois pode ser utilizado no combate de pragas e doencas
agricolas, como é o caso do estudo realizado por Fogolari (2010), onde se averiguou o
potencial do extrato de C. officinalis na indugdo de resisténcia e potencial fungistatico sobre
fungo da espécie B. cinerea.

Diante desse potencial demonstrado pela caléndula e da necessidade de pesquisas
utilizando produtos que oferecam menos riscos aos consumidores, o presente trabalho
objetivou verificar o potencial de diferentes concentracdes do extrato produzido a partir das
folhas e capitulos de C. officinalis frente aos fungos C. acutatum e B. cinerea, e ao nematdide
Meloidogyne hapla, em ensaios realizados in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURA DO MORANGUEIRO

2.1.1 Caracteristicas histéricas do morangueiro

Pertencente ao género Fragaria da familia Rosacea, 0 morangueiro tem sua origem
conhecida através de antigos registros de sua producdo datados do século XV oriundos de
paises da Europa. O morangueiro cultivado atualmente é tido como um hibrido (Fragaria x
ananassa Duschene) desenvolvido na Europa, resultante do cruzamento entre espécies
americanas e européias (SANHUEZA et al., 2005).

No Brasil, o inicio do seu cultivo, é pouco conhecido. O que se sabe, € que em
determinada época, por volta do século XX, a cultura sofreu uma grande expansao através de
incentivos (CAMARGO e PASSOS, 1993 apud SILVA, 2011), difundindo-se principalmente
nos estados de Sao Paulo e do Rio Grande do Sul (AMARO, 2002). A partir da década de 60,
verificou-se o lancamento de cultivares nacionais desenvolvidas pela Embrapa Clima
Temperado unidade de Pelotas, o que alavancou ainda mais o seu cultivo (CONTI; MINAMI,
TAVARES, 2002).

O morango é altamente apreciado devido suas caracteristicas de cor, sabor, aroma e
qualidades nutricionais, agradando o paladar de diversos consumidores pelo mundo.
Apresenta alta adaptabilidade nas diversas regides brasileiras, o que possibilita sua difusdo
tanto em regides de clima temperado quando de clima tropical (COCCO et al., 2011). Tal
caracteristica agregou a cultura tanto valores econémicos, pela facil movimentacdo no
mercado, quanto sociais, pois devido a mao-de-obra necessaria para seu cultivo e pela
possibilidade do cultivo do fruto em pequenas extensfes de terra, agradou principalmente os
produtores familiares (VAILATI e SALLES, 2010; SPECHT e BLUME, 2009; AMARO,
2002; REISSER JUNIOR et al., 2008).

Apesar da sua adaptabilidade, o que se observa & que as diferentes cultivares de
morango respondem de forma diferente em cada regido, sendo essas respostas altamente
dependentes de fatores meteoroldgicos e do tipo de manejo utilizado. Tais caracteristicas,
segundo Ueno (2004 apud ANTUNES et al., 2006), resultam em melhor desenvolvimento de

determinadas cultivares em uma regio e de outras cultivares em outras regioes.
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2.1.2 Caracteristicas morfoldgicas do morangueiro

O morangueiro € uma planta herbacea, pertencente ao grupo das hortalicas
(FILGUEIRA, 2008). E conhecido pelo seu porte baixo e por constituir touceiras. Sua
principal forma de propagacéo se da a partir de estoldes, estrutura vegetal constituida de um
caule que tem seu crescimento rente ao solo, sendo este desenvolvido pela propria planta. O
estoldo apresenta, no seu decorrer, gemas ou nds que ddo origem as raizes que se fixam ao
solo, formando uma nova planta. Esse prolongamento de tecido meristematico tem sua origem
nas axilas das folhas trifolioladas do morangueiro (CAMARGO; SCARANARI; IGUE,
1974).

O sistema radicular do morangueiro € do tipo fasciculado e superficial (FILGUEIRA,
2008). E composto por raizes primarias, responsaveis por uma maior absorcdo, reserva de
nutrientes e de agua e podem alcancar maiores profundidades, e secundarias, que sdo raizes
menos desenvolvidas e responsaveis pela absorcdo de nutrientes nas camadas mais
superficiais do solo (PIRES et al., 2000).

E de uma estrutura denominada coroa que se originam as folhas, as quais podem
apresentar caracteristicas distintas quanto a cultivar. As folhas sdo geralmente trifolioladas,
com ou sem presenca de um par de foliolos logo abaixo do trifélio. O grande nimero de
estdbmatos nas folhas, cerca de 300 a 400 por mm2, torna essa cultura muito suscetivel a
déficits hidricos, altas temperaturas, umidade relativa do ar, alta intensidade luminosa dentre
outros fatores (SANHUEZA et al., 2005).

A inflorescéncia do morangueiro constitui-se de cimeiras, que crescem a partir de
gemas localizadas nas axilas das folhas, podendo dar origem tanto a flores perfeitas
(bissexuadas) ou imperfeitas (unissexuadas), sendo nesta Gltima necessario a realizacdo de
polinizacdo cruzada entre as flores de diferente sexo (BRAZANTI, 1989 apud SILVA, 2011).
A partir disso, forma-se o fruto do morangueiro, que na verdade é um pseudofruto originario
de um receptaculo carnoso, no qual estdo inseridos os verdadeiros frutos, denominados de
aquénios e popularmente sdo conhecidos como as “sementes do morango” (SANHUEZA et
al., 2005). Comumente €é das primeiras inflorescéncias que resultam os frutos de maior

tamanho diminuindo gradativamente no decorrer das novas floragdes (FILGUEIRA, 2008).
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2.1.3 Cadeia produtiva do morango

A cadeia produtiva do morango tem grande expressdo em varios paises do mundo e,
localmente, devido a sua producdo mobilizar desde pequenos até grandes produtores
(SPECHT e BLUME, 2009). Segundos dados da FAO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations) de 2012, o maior produtor mundial dessa fruta é os Estados Unidos,
seguido pelo México e posteriormente pela Turquia (FAO, 2012). Segundo Antunes e Reisser
Junior (2007), a producdo mundial aumentou 29% entre os anos de 1997 a 2006, aumentando
também a area plantada em 18%, nesse mesmo periodo.

Em se tratando de Brasil, vem crescendo a importancia social da cultura e, com o
surgimento e desenvolvimento de novas técnicas, a producdo vem sendo favorecida
significativamente além da possibilidade do oferecimento de frutos com melhor qualidade. No
mercado nacional, cerca de 90% da producdo é destinada para consumo in natura e o restante
para a industria (ANTUNES e REISSER JUNIOR, 2007). Essas informac@es divergem das
trazidas por Madail et al. (2007), o qual afirma que no Brasil, 70% da producdo
comercializada é na forma in natura, sendo que os 30% restantes passam por algum tipo de
processamento antes de serem comercializados.

Segundos dados do Censo Agropecuario realizado pelo IBGE (2006), dentre os
estados brasileiros, os que detém maior producdo com a cultura sdo respectivamente 0s
estados de Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Parana, S&o Paulo e Santa Catarina, acredita-se
que a area cultivada com o fruto ja ultrapasse os 4.000 hectares, divididos em grande maioria,
em pequenas propriedades familiares (MADAIL et al., 2009). De acordo com Antunes e
Reisser Junior (2007), a possibilidade de cultivo em diferentes estados do pais devido as
caracteristicas distintas das cultivares, beneficia a producdo comercial da fruta.

No estado do Rio Grande do Sul, a cultura é produzida, em sua maioria, em pequenas
propriedades familiares, uma vez que demanda grande contingente de méo-de-obra devido ao
fato de necessitar um manejo cuidadoso, pois se trata de uma cultura com alta perecibilidade e
alvo de politicas de seguranca alimentar em funcdo da grande quantidade de agrotdxicos
aplicados no cultivo convencional (SPECHT e BLUME, 2009).

Nesse contexto, 0 morangueiro se caracteriza como uma cultura que visa fortalecer as
politicas de Producédo Integrada — PI, com agdes que promovam a certificacdo dos produtos,
garantindo a qualidade do produto a ser comercializado, respeitando ao meio ambiente e
garantindo uma melhor posicéo de venda (ANTUNES e REISSER JUNIOR, 2007).
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2.1.4 Doengas em morangueiro

Devido a suscetibilidade da planta e a sensibilidade do fruto, o morangueiro é
comumente atingido por diversas doencas tanto na fase vegetativa quanto reprodutiva bem
como na pés-colheita. Essas injurias podem ser causadas por diversos agentes, desde fungos,
com maior frequéncia, nematdides, bactérias e virus (KIMATI et al., 1997).

Devido a grande umidade acumulada nas plantas nas horas iniciais do dia e durante a
noite, assim como a umidade contida no fruto, as chances de desenvolvimento de patdgenos
aumentam ainda mais se somadas com indices mais elevados de temperatura. As formas de
manejo e a cultivar utilizada também podem agravar ou auxiliar no controle de determinadas
doencas. Devido a esses fatores, meios de controle e manejos alternativos sdo desenvolvidos
com o intuito de manter a importancia econdmica, social e ambiental da cultura (ANTUNES
et al., 2007).

2.1.4.1 Antracnose em morangueiro

Popularmente conhecida como “flor preta”, a antracnose do morangueiro causada pelo
fungo Colletotrichum acutatum, teve seu primeiro relato na Australia (SIMMONDS, 1965
apud UENO, 1996). No Brasil, apenas em 1992 o fungo foi precisamente identificado e sua
presenca detectada nos estados de S&o Paulo e no Distrito Federal, onde neste ultimo
acreditou-se que a contaminagdo ocorreu devido a introducdo de mudas infectadas vindas do
estado de Sao Paulo, ja& que as condicfes e a suscetibilidade da cultivar eram propicias ao
desenvolvimento do agente causal da doenga (UENO, 1996).

O fungo C. acutatum, é considerado bastante agressivo no ataque de frutos e flores. A
doenca associada ao fungo recebe esse nome, pois o fungo ataca as flores em todos os
estagios de formacdo, tornando os pistilos e os estames necrosados com coloracdo escura. A
infeccdo normalmente inicia no peddnculo, necrosando posteriormente calice, botGes e flores,
podendo atingir toda a inflorescéncia em cultivares mais suscetiveis, causando uma podridao
seca, com a aparéncia de uma flor queimada (Fig.1B). Nos frutos, C. acutatum pode lesionar
qualquer parte deste, sendo que em periodos de maior umidade consegue-se observar massas
rosadas que nada mais sdo que os esporos do fungo (Fig.1A). Nos foliolos também pode se
observar lesdes em forma de manchas escuras, iniciando seu crescimento nos bordos e

avancgando, no decorrer do desenvolvimento, para o centro (KIMATI et al., 1997).
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Figura 1 — Sintoma caracteristico de antracnose em morango (A). Flores com aspectos de

podridéo seca (flor queimada), sintoma causado pela doenca (B).

s .
# 1572815

Fonte: Gerald Holmes, North Carolina, United States. Fonte: R.J.Domingues, S&o Paulo.

O patdgeno € introduzido por mudas contaminadas, sendo que sua sobrevivéncia se da
em restos culturais e a disseminacdo ocorre pela dgua da chuva e por aspersdo no canteiro,
favorecida pela cobertura plastica do mesmo (DIAS-ARIEIRA et al., 2010). Os periodos de
floracdo e frutificacdo sdo os mais suscetiveis, pois geralmente sdo favorecidos pela mesma
condicdo que também é a ideal para o desenvolvimento do patégeno (LEANDRO et al.,
2001).

O controle dessa doenga é relativamente dificil, principalmente porque cultivares
amplamente utilizadas, como a Camarosa, sdo extremamente suscetiveis, além do mais 0s
fungicidas recomendados tem baixa eficiéncia a campo e frequentemente sdo relatados casos
de resisténcia, restando a utilizacdo de mudas sadias como fator decisivo para evitar a
manifestacdo da doenca (COSTA, VENTURA e LOPES, 2011)

2.1.4.2 Mofo cinzento em morango

O mofo cinzento tem como agente causal o fungo Botrytis cinerea, responsavel por
infectar frutos, ocorrendo de maneira generalizada, principalmente em pés-colheita (REIS e
COSTA, 2011). No entanto, a infeccdo pode ocorrer ainda nas pétalas senescentes para
posteriormente infectar os tecidos saudaveis do fruto, sendo que em frutos verdes podem
aparecer pequenas lesdes marrons levemente depressivas (TOFOLI et al., 2011).

Na maioria das vezes as infec¢es permanecem latentes e os sintomas se manifestam
somente no inicio do amadurecimento dos frutos que se apresentam com manchas marrons

claras (Fig.2A), ndo aquosas, que evoluem tomando todo o corpo do fruto assumindo, ento,
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um aspecto seco, firme e acinzentado devido as estruturas do fungo que o recobrem (Fig.1B)
(KIMATI et al., 1997).

Figura 2 — Sintomas de mofo cinzento em pseudofruto do morangueiro (A). Frutos com

aspecto seco, em estagio avancado da doenca (B).

UGA1317022

UGAR1317024

Fonte: Scott Bauer, United States. Fonte: Scott Bauer, United

States.

O fungo infecta varias outras culturas e sua disseminacdo em curtas distancias se da
através dos restos de culturas e pelo vento ou respingos de chuva (BRAGA, 2012). Segundo
esse mesmo autor, as pulverizacbes com fungicidas, duas a trés aplicacdes durante o estagio
de floracdo, devem ocorrer de forma preventiva, mas apenas o seu uso ndo tem sido eficiente

para prevenir o aparecimento de epidemias.

2.1.4.3 Nematdides em morangueiro

Outra causa de grandes perdas na producdo de morangos, séo as doencas causadas por
nematdides, 0s quais podem ser do tipo ectoparasita ou endoparasita. Os endoparasitas se
estabelecem no interior da planta se locomovendo pelo cilindro central, estabelecendo uma
regido de alimentagdo, permanecendo por toda a vida, ou ainda locomovendo-se pelos tecidos
das plantas esgotando parte de suas reservas nutricionais até o final do seu ciclo, o que
confere um prejuizo no desenvolvimento dos frutos. Ja os ectoparasitas, se alimentam de
nutrientes presentes na superficie das raizes, causando também prejuizo nutricional as plantas.
Dentro as espécies de nematoides que atacam a cultura do morangueiro ha trés de maior
ocorréncia no Brasil, sendo eles: Aphelenchoides besseyi, Aphelenchoides fragariae e
Meloidogyne hapla (GOMES e COFCEWICZ, 2005).



18

Ainda segundo Gomes e Cofcewicz (2005), para se evitar a infestacdo por nematoides
é imprescindivel a utilizacdo de mudas certificadas de morangueiro e de substrato estéril, se
cultivado em estufas. Quanto ao cultivo em solo, é de suma importancia realizar rotacdo de

culturas na area, principalmente em casos de nematdides das galhas do género Meloidogyne

sp.

2.2 EXTRATOS NATURAIS

Segundo Bettiol e Morandi (2009), o uso excessivo de substancias quimicas no
controle de pragas e doencas vem desencadeando mundialmente uma série de problemas
dentre os quais podemos citar a contaminacgdo de solos, aguas e principalmente dos alimentos,
intoxicacdo de agricultores, desequilibrio bioldgico, morte de organismos benéficos, doencas
causadas pelos agrotoxicos (iatrogénicas), reducdo da biodiversidade, entre outros. Aliado a
isso, ha a facilidade de obtencdo destes produtos, assim como a forma de usa-los, onde nédo €
preciso um entendimento amplo sobre o ecossistema, fazendo com que o produtor opte por
utilizé-los, agravando ainda mais a situacdo. No entanto, de acordo com 0s mesmos autores, 0
cenario mundial de consumo esta sofrendo mudangas, a sociedade preza por alimentos mais
saudaveis e sem residuos quimicos, exige certificacdo de que os produtos a serem consumidos
estejam isentos de agrotdxicos ou que o uso destes tenha sido de acordo com as normas
especificas.

Com isso, a utilizacdo de 6leos essenciais e extratos vegetais no controle de pragas e
doencas vém ganhando espacgo, no intuito de proporcionar um cultivo mais sustentavel e
menos dependente de agrotdxicos.

Esta visdo muda as perspectivas do sistema agricola, em se tratando do uso de energias
ndo renovaveis, trazendo um novo conceito entre os niveis de producdo e impactos
ambientais, portanto, ao diminuirmos o uso de produtos quimicos e insumos energéticos, se
opta por processos mais alternativos (BETTIOL e GHINI, 2003), dentre esses se encontram
0s extratos obtidos de plantas. Os extratos vegetais possuem uma grande vantagem em relagéo
aos produtos sintéticos, devido aos organismos patogénicos ndao reconhecerem seu principio
ativo e consequentemente ndo conseguirem inativa-lo e também, pela capacidade destes
compostos de se degradarem rapidamente, aléem de serem oriundos de matéria-prima natural e
renovavel (FERRAZ et al., 2008).

Vaérios trabalhos ja foram desenvolvidos e demonstram o potencial fungicida de

diversas plantas medicinais, tanto pela inibicdo do crescimento micelial e esporulacdo dos
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fungos, quanto pela inducdo de defesa na planta, acumulando, por exemplo, fitoalexinas
(metabolitos secundarios), e, sinalizando a presenca de moléculas de defesa (BONALDO et
al., 2004).

2.2.1 Extratos naturais na cultura do morango

O morangueiro, conforme relatado anteriormente, apresenta grande suscetibilidade a
ataques de microorganismos fitopatogénicos que acabam por causar perdas tanto em pré como
em pos-colheita, podendo, em funcdo das caracteristicas do patdégeno, da ocorréncia de
condicBes ambientais favoraveis e do grau de suscetibilidade da cultivar, causar perda total da
lavoura e, consequentemente, da producdo (DIAS-ARIEIRA et al., 2010).

No cultivo convencional, tem-se ainda como principal meio de controlar essas doencas
0 uso de insumos quimicos. Segundo o AGROFIT (2015), para controle de fitopatégenos na
cultura do morangueiro estdo registrados cerca de oito ingredientes ativos, comercializados
com diversos nomes. Porém, segundo pesquisa realizada por Kososki et al. (2001), na qual
foram avaliados 11 diferentes fungicidas no combate ao fungo Colletotrichum acutatum em
morangueiro, ndo foi observada acdo satisfatoria sobre o fungo em nenhum dos tratamentos
testados, comprovando-se que a eficacia dos fungicidas convencionais € um entrave na cultura
além da falta de produtos recomendados, dependendo da doenca.

Além do disposto acima, segundo dados da ANVISA do ano de 2012, o morango
apresentou indices elevados de residuos, inclusive acima do limite maximo autorizado. De 13
amostras testadas, 6% estavam nestas condic¢des, de 80 amostras testadas, 38% apresentaram
ingredientes ativos ndo autorizados e de outras 32 amostras, 15% apresentaram as duas
condicdes descritas (ANVISA, 2013).

Na tentativa de sanar esses problemas advindos das doencas, da ineficiéncia e dos
riscos do controle quimico, varias pesquisas com extratos vegetais vém mostrando resultados
positivos sobre fungos que atacam a cultura do morango, tanto pela acdo fungicida como pela
inibicdo do crescimento micelial, esporulacdo dos fungos e também pela inducdo de
resisténcia por parte da planta. Dentre os extratos mais testados em Fragaria sp.e que
obtiveram melhores resultados, tem-se 0s extratos oriundos de pitangueira (Eugenia uniflora)
(MAZARO et al., 2008b), caléndula (Calendula officinalis) (FOGOLARI, 2010) e cravo-da-
india (Syzygium aromaticum) (SILVA et al., 2008). Segundo Dotto et al. (2014), trabalhos
utilizando essa alternativa de controle ainda pecam na falta de informacdes para 0 uso destes

pelos agricultores.



20

2.3 CALENDULA (Calendula officinalis)

Pertencente a familia das Compositae (Asteracea), a caléndula (C. officinalis) é uma
planta anual (LORENZI, 2008), de origem Mediterranea, tendo seu principal uso na
cicatrizagdo de tecido cutaneo e no tratamento de abscessos e inflamacdes (SILVEIRA,;
VILLELA; TILLMANN, 2002). A planta desenvolve-se bem em condigdes de luz plena e a
época de colheita comeca cerca de dois meses apds o plantio podendo se estender por mais 2
ou 3 meses, sendo capaz de alcancar uma produtividade média de 720Kg ha™ de flores secas.
Prefere areas com boa drenagem e com um adequado teor de matéria organica no solo
(MARTINS et al., 2000 apud FOGOLARI et al., 2010).

Altamente adaptada ao sul do Brasil, devido as condi¢cbes edafoclimaticas favorecer
seu cultivo, se torna uma boa alternativa de renda para agricultores familiares uma vez que o
beneficiamento da cultura ainda é realizado com trabalho manual devido & escassez de
maquinario, sendo este o principal entrave do cultivo desta flor em larga escala (SILVEIRA;
VILLELA; TILLMANN, 2002).

2.3.1 Caracteristicas morfoldgicas da C. officinalis

Também conhecida como malmequer e maravilha-do-jardim, a caléndula é uma planta
herbacea, atinge cerca de 40 a 60 cm de altura, possui folhas grossas e ovaladas, conhecida
por suas pequenas flores reunidas em capitulos, podendo atingir coloracdo na faixa do
amarelo ao alaranjado. Sua multiplicacdo é realizada a partir de sementes que devido a sua
resisténcia ao inverno sdo semeadas normalmente no outono para que florescam durante o
inverno e primavera (LORENZI, 2008).

2.3.2 Propriedades da caléndula

A caléndula possui registro no rol de plantas medicinais, segundo resolugdo — RE n°
89. de 16 de marco de 2004, publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA (BRASIL, 2004).

Segundo Silva Junior et al. (2006 apud BORBA, 2010), a C. officinalis possui uma
rica composi¢do quimica, incluindo 6leo essencial, triterpenos, flavondides entre outras,

responsaveis pela acdo cicatrizante, antisséptica, antiflamatoria, dentre outras propriedades
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bioldgicas exercidas por esta. Pode ainda exercer propriedades antioxidantes (CETOKVIC et
al., 2004).

Estes potenciais possibilitam sua utilizacdo na agricultura devido a producdo de
fitoalexinas, metabdlitos secundarios responsaveis por sinalizar moléculas de defesa e

consequentemente ativarem rotas de defesa pela planta (DOTTO et al., 2014).

2.3.3 Extrato de C. officinalis em morangueiro

Ainda sdo poucos os trabalhos referentes ao uso de extratos de caléndula em
morangueiro, porém, dentre os estudos ja realizados, a maioria dos resultados obtidos foram
positivos para o controle de fitopatdgenos da cultura.

Como exemplo destes trabalhos tém-se a pesquisa realizada por Mazaro et al. (2013),
onde foi testado o potencial de extratos a base de Calendula officinalis na indugdo da sintese
de fitoalexinas e no efeito fungistatico sobre B. cinerea, in vitro. Nesse caso, 0 extrato
apresentou respostas positivas quanto a inibicdo do crescimento do respectivo fungo em pdés-
colheita.

Um exemplo de insucesso no controle do fungo com uso de caléndula foi realizado
por Dotto et al. (2014), no qual foi testado a aplicacdo em pré-colheita de extratos vegetais em
morangueiro. O experimento foi realizado com trés tipos de extratos, sendo um deles oriundo
de C. officinalis sobre o fungo B. cinerea, neste estudo ndo se obteve resultados significativos
no controle do respectivo fungo, porém, os autores afirmaram que o resultado poderia ser
diferente com a modificagdo das condicGes de cultivo.

Devido ao potencial da C. officinalis ainda pouco conhecido no meio agricola e a
caréncia de trabalhos com a espécie, o desenvolvimento de trabalhos utilizando como modelo
0 uso dessa planta, servem para difundir a importancia do uso de produtos alternativos para o
controle de doencas de importancia econdmica participando do desenvolvimento e da busca

pela sustentabilidade do cultivo.
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3 MATERIAIS E METODOS

31 LOCAL DE EXECUCAO

Parte do experimento foi executada no Laboratorio de Fitossanidade da Universidade
Federal da Fronteira Sul, Campus Cerro Largo — RS. No referido local, foram realizados os
ensaios para verificar o potencial antifangico do extrato de caléndula.

Outra parte foi executada no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Clima
Temperado, Pelotas — RS. Neste, realizou-se os ensaios envolvidos na observagdo da

atividade nematicida da caléndula.
3.2 PREPARO DO MEIO DE CULTURA E OBTENC}AO DAS COLONIAS DOS FUNGOS

Foi utilizado 0 meio de cultura BDA (batata dextrose agar) (Himedia®), dissolvido em
agua destilada, previamente fundido em forno microondas e esterilizado em autoclave com
pressdo de 1,5 atm por 20 minutos.

Para a obtencdo das colbnias fungicas, Colletotrichum acutatum e Botrytis cinerea
foram repicados de colbnias ja estabelecidas provindas de exemplares disponibilizados pela
Embrapa Clima Temperado e pela Colecdo de culturas Maria de Menezes da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, respectivamente. Para tanto, sete dias antes da implantacéo do
experimento, discos de micélio foram dispostos no centro das placas de Petri, as quais apos,
permaneceram em camara climatica, tipo BOD, com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de
22+ 2°C.

3.3 OBTENCAO DOS OVOS DE NEMATOIDE

A populacdo de nematoide Meloidogyne hapla utilizada no experimento foi
disponibilizada pela Embrapa Clima Temperado de Pelotas, a partir de plantas de tomateiro
com galhas j& desenvolvidas. Destas foram retiradas massas de ovos com o auxilio de um
estilete e depositadas em um tubo com 5 mL de agua. Posteriormente, as massas foram
transferidas para um Erlenmeyer contendo solucdo de NaClO a 0,5% e entdo, agitadas

manualmente por 4 minutos e vertidas em peneira de 500 Mesh. Os ovos retidos foram
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lavados vérias vezes com agua destilada e recolhidos em placa de Petri com aproximadamente
10 mL de agua destilada (HUSSEY; BARKER,1973).

3.4 FORMULACAO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES DOS EXTRATOS

Para formulagdo dos extratos foram utilizados os capitulos e as folhas de caléndula
previamente secos em estufa a 60° C. Os mesmos foram triturados, individualmente, no
liquidificador com agua destilada, onde se obteve os extratos brutos aquosos a 10%, o0s quais
foram denominados, extrato bruto aquoso foliar a 10% (EBAFO 10%) e extrato bruto aquoso
de capitulos a 10% (EBACA 10%). Posteriormente esses extratos permaneceram em repouso
por um periodo de 8 horas, sendo em seguida filtrados com o auxilio de gaze hidréfila. Os
mesmos foram conservados em geladeira em frascos envolvidos em papel aluminio, até serem

utilizados.

3.5 CONDUCAO DOS ENSAIOS

Para avaliar a atividade fungicida de EBAFO 10% e do EBACA 10%, Erlenmeyers
contendo 100 mL de meio de cultura BDA foram fundidos em microondas, aos quais foram
adicionados em temperatura aproximada de 45°C (BDA fundente), cada um dos extratos,
separadamente, obtendo-se as concentragdes de 1,25%; 2,5%; 5,0% e 10% (v/v), totalizando 4
tratamentos e uma testemunha (apenas com BDA) dispostos em delineamento inteiramente
casualizado. Apds a solidificagdo do meio, um disco de micélio de cada um dos fungos foi
repicado, separadamente, no centro das placas (Fig.3). As placas foram vedadas com filme
plastico e acondicionadas em camara climatica tipo BOD com fotoperiodo de 12 horas em
temperatura de 22 + 2°C.

Na avaliacdo do efeito nematicida, a partir de uma suspensao de nematdide + ovos,
foram selecionados 30 ovos que, juntamente com 30 pL de agua destilada, foram depositados
em cavidades de uma placa de microtitulagdo, do tipo ELISA. Nestas, foram adicionados os
extratos nas diferentes concentragdes 6,25%; 12,5%; 25%; 50% (v/v), totalizando 100pL.
Além disso, foi usada uma testemunha utilizando 100uL somente de agua destilada e
esterilizada, totalizando 5 tratamentos com quatro repeticdes de cada, utilizando 0 mesmo
delineamento (Fig.4). As placas foram vedadas com plastico filme, envoltas com papel

aluminio e acondicionadas no escuro em temperatura controlada de 26 °C, por 12 dias.
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Figura 3 — Placas de Petri com meio de cultura diluido nas diferentes concentragdes (%) do

extrato de capitulos e de folhas e, alocados em seu centro, os discos de micélio para cada um

dos fungos avaliados

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4 — Placa de titulacdo do tipo ELISA, contendo extrato nas diferentes concentracoes
(%) (viv)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.6 AVALIACOES

A avaliacdo do crescimento micelial de cada fungo nas diferentes concentracdes foi
realizada quando o micélio, em uma das concentragdes, alcangou o bordo da placa. O
didmetro médio foi obtido pela medicéo do micélio em dois pontos, diametralmente opostos

Apos isso, foi realizada a avaliacdo da esporulacdo em cada um dos tratamentos para
os dois fungos. Para tanto, dois discos de micélio de cada placa foram depositados em tubos
de ensaio contendo 20 mL de agua destilada e agitados em agitador tipo Vortex. Os esporos
foram contabilizados com o auxilio de uma cdmara de Newbauer.

Para a avaliacdo da eclosdo de Meloidogyne hapla, aos 4, 8 e 12 dias de incubacéo foi
contabilizado o nimero de ovos eclodidos, ou seja, a presenca de J2 (nematdide em fase
juvenil de segundo estagio) em cada cavidade da placa de ELISA, com auxilio de lupa

eletrdnica.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia realizada com auxilio do
software estatistico SASM-Agri. As médias dos tratamentos foram submetidas a anélise de
regressdo, onde foram analisadas as varidveis: extrato/eclosdo; extrato/esporulacéo;
extrato/crescimento micelial, obtendo uma curva de resposta do comportamento das diferentes
concentracdes tanto para o extrato de folhas como para o proveniente dos capitulos florais.
Para a analise de variancia, os dados de esporulacdo dos fungos obtidos sofreram
transformacéo de raiz quadrada com K=0 e, os dados obtidos de porcentagem de eclosdo de

nematoide sofreram transformacéo angular.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL E DA ESPORULACAO
4.1.1 Botrytis cinerea
Em se tratando do crescimento micelial do fungo B. cinerea para o extrato formulado a
partir dos capitulos da C.officinalis (Fig.5), observou-se diferenca significativa entre os

tratamentos testados, sendo que as concentracOes de 5% e 10% foram as de melhor tratamento
(Tab.1).

Figura 5 — Crescimento micelial do fungo Botrytis cinerea frente as diferentes concentragdes
(%) do EBACA a 10% de C. officinalis.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O mesmo apresentou curva de regressdo quadratica, apresentando maior eficiéncia
inibitéria na maior concentracdo (10%) (Fig.6). Estes resultados corroboram com os
encontrados por Mazaro et al. (2013), os quais em estudo com extrato de capitulos macerados
de C.officinalis obtiveram resposta fungistatica positiva para o fungo B. cinerea a partir de
2,5% do preparado, sendo que o extrato obtido através da maceragcdo mostrou-se superior ao
alcoolico e por infuséo.

Através do extrato originado da parte aérea da planta de caléndula, Nascimento et al.
(2013), demonstraram que as maiores concentragbes proporcionaram resultados positivos
sobre a inibicdo do crescimento micelial do fungo Cercospora calendulae. Além disso,
observaram que, conforme aumentava a concentracéo, aumentava a porcentagem de inibicéo,

sendo que na concentracdo de 1000 mg L™ obtiveram 98,67% de reducdo do crescimento
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micelial do fungo.

Tabela 1 — Média do crescimento micelial e analise de variancia do efeito das diferentes
concentracdes dos extratos bruto aquoso de capitulos (EBACA 10%) e folhas (EBAFO 10%)
de C.officinalis sobre o diametro micelial (cm) do fungo Botrytis cinerea.

Tratamentos EBACA EBAFO
Testemunha 7,60 4,63
1,25% 7,30 6,52
2,5% 6,82 7,12
5% 6,23 7,45
10% 5,81 7,60
F 5,10** 67,98**
CV(%) 10,09 4,39

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. (p< .01).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 6 — Efeito de diferentes concentracdes de extrato de capitulos de C. officinalis sobre o

crescimento micelial do fungo Botrytis cinerea.

"\K‘\’\~ y=0.018x2-0,370x+7.649

1 R==0.,995

Crescimento (cm)
o = MW = U o o~ o o

0 2 4 6 8 10
Concentra¢oes (%o)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Analisando os dados obtidos com a aplicagéo das diferentes concentragdes do EBAFO
a 10% sobre B. cinerea, nenhuma das concentracdes testadas inibiu o crescimento micelial do
fungo, observando-se sim um efeito estimulatorio de crescimento (Fig.7), com o0 aumento

gradativo do crescimento de acordo com o aumento das concentragdes (Tab.1). A curva dos
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tratamentos apresentou comportamento quadratico, com o ponto de maxima eficiéncia na

concentracdo de 6,96% do extrato para a promogao do efeito estimulatério (Fig.8).

Figura 7 — Crescimento micelial do fungo Botrytis cinerea frente as diferentes concentragdes
(%) do EBAFO a 10% de C. officinalis.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 8 — Efeito das diferentes concentracdes de extrato de folhas de C. officinalis sobre o

crescimento micelial do fungo Botrytis cinerea.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O efeito de extratos vegetais e 0leos essenciais sobre B. cinerea ja foram realizados
como aquele desenvolvido por Leite et al. (2009) que, trabalhando com extrato aquoso de
gengibre, obtiveram respostas inibitérias sobre o fungo B. cinerea, observando um aumento
na inibi¢do de acordo com o aumento das concentragdes. Cunico et al. (2013), em estudo com
extrato etanolico de Ottonia martiana, sobre B. cinerea sO alcangaram efeito inibitorio
satisfatorio do crescimento micelial (86,5%) quando utilizaram a maior concentracdo testada

(1000 ppm). Lorenzetti et al. (2011), avaliaram o crescimento desse fungo utilizando 6leos
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essenciais de diversos compostos vegetais (capim limédo, palmarosa, canela, menta, eucalipto,
entre outros) e obtiveram inibico total do crescimento micelial e da esporulagéo do patgeno
nas maiores concentracdes utilizadas dos 6leos oriundos de capim limao e palmarosa.

Estes resultados deixam explicito que a utilizacdo de concentracGes mais elevadas de
alguns extratos pode garantir respostas promissoras quanto a inibicdo micelial de
fitopatdgenos, salientando assim a possibilidade de se testar concentra¢fes mais elevadas do
extrato foliar de C. officinalis. Em estudo utilizando extrato acético de varias plantas, dentre
essas 0 alecrim (Rosmarinus officinallis) em concentrac@es diluidas a 20 e a 50% em agua, e,
testadas in vitro sobre Botrytis cinerea, Camatti-Sartori et al. (2011), obteve inibi¢do de 90%
do crescimento micelial do fungo, j& com extrato etandlico a inibicdo foi de 70%. Isso
também comprova que maneiras diferentes de obtencdo dos extratos, assim como 0 uso de
concentracdes maiores dos mesmos, podem resultar em respostas diferentes e até mesmo mais
efetivas.

Né&o houve diferenca significativa entre os tratamentos, quando avaliado a esporulacéo
do patogeno (Tab.2).

Tabela 2 — Média do crescimento micelial e anélise de variancia do efeito das diferentes
concentragfes dos extratos bruto aquoso de capitulos (EBACA) e folhas (EBAFO) de
C.officinalis sobre a esporulacdo do fungo Botrytis cinerea.

Tratamentos EBACA EBAFO
Testemunha 106 105
1,25% 107 97
2,50% 100 108
5,00% 101 129
10,0% 110 119

F 0,08™ 0,09™
CV(%) 14,61 34,30

"Nao significativo (p>=.005).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dotto et al. (2014), em estudo com extrato de C.officinalis e demais preparados
(pitanga, cravo e calda bordalesa) aplicados em pré-colheita nos frutos de morangueiro nao
observaram efeito dos tratamentos aplicados sobre a incidéncia de podriddes de mofo

cinzento, assim como sobre a esporulagdo do patdgeno B. cinerea.



30

A cerca dos dados obtidos, observa-se que as diferentes partes da planta utilizadas na
preparacdo dos extratos brutos aquosos, apresentaram respostas contrérias, demonstrando que
a parte reprodutiva da C. officinalis possui efeito positivo na inibicdo do crescimento micelial
de B. cinerea, enquanto que a parte vegetativa estimulou o crescimento do mesmo,
comprovando que ha diferengas significativas nos compostos encontrados em cada parte da
planta. Diante disso, reforca-se a necessidade de maiores estudos, para apurar as respostas dos

preparados sobre o fungo em plantas de morangueiro.

4.1.2 Isolado Colletotricum acutatum

Né&o houve efeito fungistatico de ambos os extratos sobre o fungo C. acutatum, porém,
pode-se perceber um efeito estimulante gradativo na maioria dos tratamentos em comparacgao
a testemunha, tanto para o extrato de capitulos (Fig.9) como para o foliar (Fig.10). Sendo nas
maiores concentracdes (5% e 10%) que se obteve o maior indice de crescimento em relacdo a
testemunha (Tab.3).

Figura 9 — Crescimento micelial do fungo Colletotrichum acutatum frente as diferentes
concentracdes (%) do EBACA a 10% de C. officinalis.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 3 — Média do crescimento micelial e analise de variancia do efeito das diferentes
concentragfes dos extratos bruto aquoso de capitulos (EBACA) e folhas (EBAFO) de

C.officinalis sobre o diametro micelial (cm) do fungo Colletotrichum acutatum.

Tratamentos EBACA EBAFO
Testemunha 6,31 3,42
1,25% 6,50 5,75
2,5% 6,60 5,38
5% 7,02 7,31
10% 7,60 7,60
F 48,92** 5,73**
CV(%) 2,16 23,81

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. (p< .01).
Fonte: Elaborado pelo autor.

A regressdo para o extrato de capitulos resultou de uma curva linear, onde o
crescimento em relagdo a testemunha evoluiu gradativamente de acordo com o aumento das
concentragdes (Fig.11). Em trabalho realizado por Rozwalka (2003), utilizando C.
gloeosporioides e extrato aquoso de C. officinalis, o autor observou efeito fungistatico
chegando a 11,28% de inibicdo do fungo na concentracdo de 10% do extrato, contrariando 0s

resultados obtidos no presente estudo.

Figura 10 — Crescimento micelial do fungo Colletotrichum acutatum frente as diferentes
concentracdes (%) do EBAFO a 10% de C. officinalis.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11 — Efeito das diferentes concentragdes de extrato de capitulos de C. officinalis sobre

o crescimento micelial do fungo Colletotrichum acutatum.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A regressdo realizada para o efeito obtido através da aplicacdo do extrato foliar
ajustou-se ao modelo quadrético, obtendo o ponto de maxima eficiéncia em 8,10% do extrato
a 10% para a promocdo do efeito estimulatorio (Fig.12). Apesar dos resultados obtidos neste
trabalho ndo demonstrarem efeito inibitério sobre o fungo C. acutatum, varios estudos
aplicando extratos naturais e Oleos essenciais tem resultado em respostas promissoras no
controle do fungo Colletotrichum de diversas espécies e isolados (ALMEIDA; CAMARGO;
PANIZZI, 2009; DIAS-ARIEIRA, et al., 2010; SILVA, et al., 2008; SILVA, et al., 2014).

Figura 12 — Efeito das diferentes concentragGes de extrato de folhas de C. officinalis sobre o

crescimento micelial do fungo Colletotrichum acutatum.

. y =-0,063x? + 1,021x + 3,760
R2=0.906

Crescimento (cm)

O = N W s Uy N oW
1

0 2 4 6 8 10
Concentracdes (%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Venturoso et al. (2011), testando extratos de cavalinha e jabuticaba sobre o fungo
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Penicilium sp., também observaram respostas estimulantes, obtendo maior crescimento do
fungo nas maiores concentragdes, levando os autores a pressupor que possam existir
substancias que favorecam ou estimulem o crescimento do fungo, o que leva-nos a crer que
possa ter ocorrido no presente trabalho. Os mesmos autores trabalhando com extrato aquoso
de cravo-da-india, verificaram a ocorréncia de inibicdo do crescimento micelial de
Colletotrichum sp. apds quinze dias de incubagéo. Silva et al. (2009), ao testar 6leo essencial
e hidrolatos de diversos compostos vegetais encontraram diferenca na germinacao de esporos
de Colletotrichum gloeosporioides, uma vez que 0s Oleos essenciais inibiram 100% da
germinacdo destes, enquanto que, os hidrolatos obtiveram pequena inibi¢do, sendo que o de
Cymbopogon citratus (capim santo) promoveu um discreto incremento no crescimento do
fungo.

Silva (2006) reforca a teoria de que a utilizacdo de compostos vegetais para o controle
de patégenos possui alguns entraves, devido a composi¢do quimica destes variar de acordo
com a idade da planta, o tipo de tecido, o tipo de solo e habitat desta. Isso esclarece, em parte,
a discrepancia dos dados obtidos nos diversos estudos, onde muitas vezes utiliza-se 0 mesmo
patdgeno, a mesma metodologia, porém, o material vegetal é de diferentes locais daqueles
utilizados comparativamente.

N&do houve diferenca significativa quanto a esporulacdo do fungo Colletotrichum
acutatum, ndo havendo assim influéncia de ambos 0s extratos sobre esta variavel (Tab.4).

Estes resultados corroboram com os obtidos por Carvalho et al. (2008) ao testar os
extratos de capim limdo (Cymbopogon citratus) e palmorosa (Cymbopogum martinii) sobre C.
gloeosporioides isolado de frutos de pimentdo, o0 qual ndo obteve resposta inibitoria na
esporulacdo do isolado, ainda que o preparado a base de C. martinii estimulou a producdo de
esporos pelo fungo. Contudo varios estudos realizados demonstram a capacidade inibitoria de
extratos vegetais sobre a esporulacdo de diversas espécies de Colletotrichum sp. onde os
efeitos se mostram bastante satisfatérios. Em estudo realizado in vitro por Almeida, Camargo
e Panizzi (2009), com diversos extratos vegetais extraidos através de maceracdo, com
concentracdo de 20%, estes, obtiveram respostas inibitorias favoraveis sobre a esporulagdo do
fungo Colletotrichum acutatum, sendo os extratos de losna e arruda os mais eficientes.

Ribeiro e Bedendo (1999), trabalhando com isolado do fungo C. gloeosporioides in
vitro obteve efeito inibitdrio da esporulacdo altamente satisfatorio quando utilizaram extratos
de horteld, mamona e pimenta, a partir de 200 ppm do preparado, ndo diferindo entre si

guanto a capacidade inibitoria.
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Tabela 4 — Média do crescimento micelial e analise de variancia do efeito das diferentes
concentragfes dos extratos bruto aquoso de capitulos (EBACA) e folhas (EBAFO) de

C.officinalis sobre a esporulacdo do fungo Colletotrichum acutatum.

Tratamentos EBACA EBAFO
Testemunha 52 13
1,25% 25 23
2,50% 21 11
5,00% 17 18
10,0% 33 8

F 0,97™ 0,32"
CV(%) 50,19 55,09

"Nao significativo (p>=.005).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Devido aos efeitos dos extratos oriundos de C.officinalis divergirem em grande parte,
dos encontrados na literatura, acredita-se que os resultados podem diferir entre isolados e
espécie de Colletotrichum sp., assim como a respostas destes em relacdo ao preparado
aplicado in vivo. Assim, salienta-se a importancia de maiores estudos envolvendo o uso de
C.officinalis em diferentes concentracGes ndo apenas sobre o fungo em estudo, mas também

outros patdgenos que acometem a cultura do morangueiro.

4.2 INIBICAO DA ECLOSAO DE OVOS DE Meloidogyne hapla

Através dos dados obtidos quando se utilizou diferentes concentragcbes do EBACA a
10%, se observou uma diminuicdo na porcentagem de eclosdo em relacdo a testemunha ainda
na dose mais baixa desse extrato, sendo que a concentracdo de 25% foi o melhor tratamento,
proporcionando um indice de eclosdo de apenas 7,5% em relagdo a testemunha que
apresentou 40% de ecloséo (Tab.5).

As diferentes concentragdes oriundas do extrato de capitulos de C. officinalis,
exerceram efeito sobre a eclosdo de J2 em relacdo a testemunha. A regressdo para esse extrato

resultou em uma curva polinomial de 2° grau (Fig.13).
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Tabela 5 — Média da porcentagem de eclos@o e analise de variancia do efeito das diferentes
concentragfes dos extratos bruto aquoso de capitulos (EBACA) e folhas (EBAFO) de

C.officinalis sobre a ecloséo (%) de J2 de Meloidogyne hapla.

Tratamentos EBACA EBAFO
Testemunha 40,00 34,25
6,25% 18,25 7,50
12,50% 21,75 7,50
25,00% 7,50 12,50
50,0 e e
F 5,00* 6,62**
CV(%) 39,64 42,53

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. (p< .01).
*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade. (.01 =< p < .05).

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 13 — Efeito das diferentes concentracbes do EBACA a 10% de C. officinalis sobre a
eclosdo de J2 de Meloidogyne hapla.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Devido a uma camada formada a partir do residuo do extrato ndo foi possivel realizar
a avaliacdo na maior concentragéo utilizada (50%) devido a impossibilidade de contagem dos
ovos eclodidos. Amaral et al. (2002), em estudo realizado em laboratorio em placas de Petri,
utilizando extratos aquosos e metandlicos de 12 diferentes plantas: cebola (Allium cepa L.);
alho (Allium sativum L.); braquiaria (Brachiaria decumbens Stapf.); guandu (Cajanus cajan

(L.) Mill.); vinca (Catharantus roseus G. Don); crotalaria (Crotalaria juncea L.); Figueira
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(Ficus. Elastica Roxb.); leucena (Leucaena leucocephala (Lam.) Dewit.); romd@ (Punica
granatum L.); arruda (Ruta graveolens L.); estilosantes (Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw.);
e cravo-de-defunto (Tagetes minuta L.) obteve respostas semelhantes, onde todos os 12
preparados apresentaram resposta inibitoria na porcentagem de eclosdo de J2 da espécie M.
exigua isolado de plantas de café.

Lanza et al. (2010), utilizando extratos obtidos de plantas de “cha da india” (Capraria
biflora) a partir de diferentes métodos de extracdo, obtiveram melhores respostas quanto a
inibicdo da eclosdo de J2 de Meloidogyne incognita a partir da maceragdo da planta,
reforcando os dados obtidos neste trabalho, para o qual também se utilizou como método de
extragdo a maceragao.

A utilizacdo de diferentes concentragdes do EBAFO a 10% de caléndula,
proporcionou diferenca estatistica significativa na inibicdo da eclosdo dos ovos de M. hapla
em relacdo a testemunha. E possivel notar que nas concentracdes de 6,25% e 12,5% do
extrato, somente 7,5% dos ovos eclodiram enquanto que na testemunha chegou a 34,25%
(Tab.5). Realizando a anélise de regressdo, se obteve uma curva quadratica, onde o ponto de

méaxima eficiéncia alcangcou 15,63% do extrato (Fig.14).

Figura 14 — Efeito das diferentes concentragdes do EBAFO a 10% de C. officinalis sobre a
eclosdo de J2 de Meloidogyne hapla.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A relevancia do uso de extratos naturais obtidos de fontes vegetais, também é
evidenciada em estudo realizado por Mateus (2012), a qual verificou efeito inibitério dos
extratos de gervdo (Verbena officinalis L.), pau amargo (Quassia amara L.), tensagem

(Plantago lanceolata L.), mulungo (Rythrina mulungu Mart. ex Benth) e picéo (Bidens pilosa
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L.), sendo este ultimo pertencente a familia das Asteraceae assim como a caléndula, sobre
duas espécies de nematdide das galhas (Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos oriundos das partes vegetal e floral da caléndula, ndo apresentaram
inibicdo total do crescimento micelial para nenhum dos isolados. O aumento nas
concentragdes do extrato bruto aquoso foliar a 10% estimularam o crescimento de Botrytis
cinerea e de Colletotrichum acutatum, enquanto que maiores concentracdes do extrato bruto
de capitulos a 10% estimularam apenas o C. acutatum. As respostas eficientes em relacéo a
inibicdo de eclosdo de M. hapla, evidenciam o potencial desta planta, incentivando novas
pesquisas com a mesma.

Conhecendo as propriedades da caléndula, salienta-se a necessidade de maiores
estudos com outros isolados, tanto em fungos quanto nematoides, utilizando diversas formas
de extracdo dos extratos, assim como estudos in vivo, procurando observar as respostas das

plantas de morangueiro as aplicagoes.
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