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RESUMO 

 

OLIGINI, Karine Fuschter.  Potencial de óleo de chia (Salvia hispanica) no 
controle do mofo cinzento em pós-colheita de morangos e de Botrytis cinerea 
in vitro. 2016. 39f Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Agronomia) - 
Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Dois Vizinhos, 2016. 
 
 
Atualmente o Brasil é um dos maiores produtores de morango, porém a sua 
produção é fortemente limitada por problemas na sua cadeia produtiva e na pós - 
colheita devido ao mofo cinzento, o qual é causado por Botrytis cinerea, presente em 
todas as regiões produtoras do Brasil. Objetivou-se por meio deste trabalho, avaliar 
o potencial de óleo de chia (Salvia hispanica) no controle do mofo cinzento em pós-
colheita de morangos e de Botrytis cinerea in vitro. Frutos de morango foram 
submetidos ao tratamento por microaspersão, em diferentes concentrações de óleo 
de chia (0,125; 0,25; 0,5 e 1%), e na testemunha foi utilizado água destilada. Após 
24 horas, os frutos foram inoculados com uma suspensão de esporos de B. cinerea 
(5x10-4 esporos ml-1). O delineamento foi inteiramente ao acaso (DIC) com 4 
repetições de 20 frutos. Os frutos foram então armazenados em temperatura 
controlada de 10°C (±1°) e após 96 horas, ocorreu avaliação de perda de massa, 
coloração, firmeza de polpa, sólidos solúveis totais (SST), acidez titulável (AT), 
incidência e severidade do mofo cinzento. Ainda foram retiradas amostras de frutos 
para determinação da atividade das proteínas relacionadas à patogenicidade 
(PRPs), sendo elas fenilalanina amônia-liase (FAL), quitinases e β-1,3-glucanase. 
No experimento in vitro, foram utilizadas placas de Petri® como unidade 
experimental, em quatro repetições, incorporando o óleo de chia ao meio BDA 
(Batata-Dextrose e Agar) nas mesmas concentrações do experimento em pós-
colheita. No centro da placa, foi inserido um disco de 3mm de micélio de B. cinerea, 
e as placas mantidas em B.O.D por 96 horas, a 10°C ± 1°C, onde avaliou-se o 
processo de crescimento micelial, sendo este delineado em DIC com parcelas 
subdivididas no tempo. Óleo de chia atuou na redução da incidência do mofo 
cinzento em pós-colheita de morangos cv. Caminho Real, ativando a enzima 
quitinase. Não demonstrou ação sobre a FAL, e sobre a β-1,3 glucanase, bem como 
não alterou as características físico-químicas dos frutos.  In vitro, não apresentou 
ação sobre o patógeno B. cinerea. Nesse sentido, conclui-se que o óleo de chia 
possui potencial de controle de mofo cinzento em morangos, e que tal ação está 
relacionada à ativação do processo de indução de resistência com a rota 
preferencial de ativação da enzima hidrolítica quitinase. 
 
Palavras-chave: Resistência Sistêmica Adquirida; Controle alternativo; Óleos 
essenciais.  
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ABSTRACT 

 

OLIGINI, Karine Fuschter. Chia oil potential (Salvia hispanica) in the control of 
gray mold in post-harvest strawberries and Botrytis cinerea in vitro. 39f 2016. 
Work Completion of course (Graduation in Agronomy) - Federal Technological 
University of Paraná. Two Neighbors, 2016. 
 
 
Currently Brazil is one of the largest strawberry producer, but its production is 
severely limited by problems in its supply chain and post-harvest due to gray mold, 
which is caused by Botrytis cinerea, present in all producing regions of Brazil . The 
objective is through this work was to evaluate the potential of chia oil (Salvia 
hispanica) in the control of gray mold in post-harvest strawberries and Botrytis 
cinerea in vitro. Strawberry fruits have been subjected to treatment by micro, chia oil 
at different concentrations (0.125, 0.25, 0.5 and 1%), and the control using distilled 
water. After 24 hours, the fruits were inoculated with a suspension of Botrytis cinerea 
spores (5x10-4 spores ml-1). The design was completely randomized (CRD) with 4 
replications of 20 fruits. The fruits were stored in controlled temperature of 10 ° C (± 
1) and after 96 hours, there was mass loss evaluation, color, firmness, soluble solids 
(TSS), titratable acidity (TA), incidence and severity of mold gray. Even fruits were 
withdrawn sample to determine the activity of proteins related to pathogenicity 
(PRPs) and they phenylalanine ammonia lyase (PAL), chitinases and β-1,3-
glucanase. In vitro experiment, Petri® plates were used as experimental unit, in four 
replications, incorporating chia oil to PDA medium (Potato Dextrose Agar and) in the 
same experiment concentrations in postharvest. In the center of the card, a 3 mm 
disc mycelium of B. cinerea was inserted, and the plates kept in BOD for 96 hours at 
10 ° C ± 1 ° C, which evaluated the mycelial growth process, which is outlined in DIC 
with plots subdivided in time. chia oil acted in reducing the incidence of gray mold in 
post-harvest strawberries cv. Real way, activating the enzyme chitinase. It showed 
no action on the FAL, and the β-1,3 glucanase. And did not alter the physicochemical 
characteristics of fruits. In vitro, showed no action on the B.cinerea pathogen. In this 
sense, it is concluded that the chia oil has potential gray mold control in strawberries, 
and that such action is related to activation of resistance induction process with the 
preferred route of activation of hydrolytic enzyme chitinase. 
 
Keywords: Systemic Acquired Resistance; Alternative control; Essencial oils. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch) é atualmente a cultura mais 

representativa entre as pequenas frutas, sendo apreciado e cultivado em inúmeros 

países devido a sua alta adaptabilidade, principalmente em regiões de clima 

temperado onde consegue atingir seu máximo potencial produtivo, no entanto, sua 

produção se torna limitada a atender o mercado nacional, onde se exporta apenas 

1% do total da produção, mostrando assim um imenso potencial de crescimento em 

nível de exportação (FACHINELLO et al; 2011). 

Um dos fatores limitantes da sua produção é a sua fragilidade fitossanitária e 

alta perecibilidade na pós-colheita, levando a cultura ao grupo das quatro hortaliças 

mais contaminadas por agrotóxicos (ANVISA, 2010).  Essa situação é justificada 

pelo fato de ocorrer uma alta incidência de doenças durante todo o ciclo da cultura, 

sendo as podridões de Rhizopus, causada por Rhizopus stolonifer (Ehrenberg: 

Fries) e o mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea (Pers.: Fr.) as de maior 

destaque em pós-colheita (EMBRAPA, 2008). 

Botrytis cinerea é um fungo pertencente ao filo dos ascomicetos, assim 

sendo um fungo facultativo, com atividade saprofítica na matéria orgânica, onde 

forma esclerócio e micélio que ficam dormentes na ausência do hospedeiro, o que o 

torna um patógeno de difícil controle (MORANDI; MAFFIA, 2005). O mesmo ainda 

causa diversas contaminações no hospedeiro, desde a planta aos frutos maduros, 

onde o morango, por exemplo, fica coberto por uma massa de micélios de coloração 

acinzentada as quais são as estruturas fúngicas, demonstrando seu alto potencial  

para desenvolver epidemias rápidas e severas (KIMATI et al. 2005).    

Na busca de estratégias para mitigar o ataque deste patógeno, a cultura tem 

migrado para diferentes sistemas de produção, como produção orgânica, cultivo sem 

solo e utilização de indutores de resistência, visando assim à redução no uso de 

agroquímicos (FURLANI; FERNANDES, 2004; RADIN et al., 2011).  

 Entre essas estratégias de manejo a utilização de óleos essenciais vem 

mostrando um grande potencial de proteção, fato justificado pelo seu poder na 

ativação de mecanismos de defesa das plantas, as quais ativam suas defesas 

metabólicas naturais, que podem vir a estimular a síntese de lignina, fitoalexinas, 

acúmulo de proteínas relacionadas à patogênese, entre outras capazes de atuar no 

controle de fitopatógenos, onde esta ativação dos mecanismos envolve algumas 
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enzimas especificas, como peroxidase, ß-1,3-glucanase, quitinase, fenilalanina 

amônia-liase (CAVALCANTI et al. 2005).  Além do óleo essencial, a utilização de 

outros produtos de origem abióticos e bióticos também pode ser considerada 

(RODRIGUES; NETO; COELHO, 2006; TAVARES; LUZ, 2009; STANGARLIN et al. 

2010). 

Quando se busca um óleo essencial com potenciais para fitopatógenos, 

avalia-se a planta como um todo, sendo assim, a Chia (Salvia hispanica) apresenta 

uma rica fonte de antioxidantes naturais e ácidos graxos essenciais, e altos teores 

de cálcio, potássio, aminoácidos essenciais, fibras e ômega 3, além  de possuir 

compostos envolvidos como a estrutura de terpenos, sesquiterpenos, álcoois, 

fenilpropanoides, entre outros, demostrando seu possível potencial em relação aos 

patógenos (IXTAINA et al; 2008). 

Atualmente no Brasil, se tem registro de apenas um produto indicado como 

indutor de resistência, chamado de Bion® Syngenta, o qual possui como ingrediente 

ativo o Acibenzolar-S-Metilico (ASM), que atua na ativação de rotas metabólicas 

relacionadas à defesa vegetal, com ênfase na ativação das enzimas relacionadas à 

patogenicidade (MAPA, 2016). Este produto é o único que permite um estudo 

comparativo com novos produtos, sendo a maior referencia até o momento, uma vez 

que o mercado é extremamente carente de indutores. 

  

 

1.1.  JUSTIFICATIVA 

  

Devido à elevada preocupação da população em receber em suas mesas 

alimentos isentos de agrotóxicos, principalmente no que diz respeito à pós-colheita 

de frutos, muitos estudos estão sendo realizados na procura de desenvolver 

sistemas e métodos alternativos para o controle de patógenos que acometem as 

principais culturas de interesse agronômico. 

Estes métodos devem se apresentar menos impactantes tanto para o 

ambiente como para a saúde do homem. Sendo assim, a indução de resistência é 

uma peça chave no controle alternativo destes patógenos, no entanto sua utilização 

ainda precisa ser mais estudada e aprofundada. 

Dentro de estudos com indução, temos o óleo essencial de Chia, o qual 

possui potencial considerando sua diversidade de metabólitos secundários, bem 
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como não apresentar até o momento relatos do seu emprego para o controle de 

fitopatógenos, o que justifica essa pesquisa. 

 

1.2   OBJETIVOS 

1.2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial do óleo de Chia no controle do mofo- cinzento do 

morangueiro e de Botrytis cinerea in vitro.  

 

1.3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar a influência do óleo de Chia no prolongamento do pós-colheita 

dos frutos; 

 Avaliar o potencial dos indutores sobre o controle do mofo-cinzento em 

pós-colheita de morangueiro; 

 Avaliar o potencial do óleo de Chia no controle de Botrytis cinerea in 

vitro; 

 Avaliar o potencial do óleo na ativação de enzimas relacionadas à 

patogenicidade na ativação da resistência sistêmica adquirida. 
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 ASPECTOS GERAIS DO MORANGUEIRO 

 

Originário do Chile e da América do Norte, o morangueiro é uma planta 

herbácea, rasteira e perene da família Rosácea, do gênero Fragaria; sua 

propagação ocorre anualmente por meio de estolhos oriundos da planta matriz. 

Conta atualmente com cerca de 18 espécies e quatro híbridos, destes os mais 

cultivados nos últimos anos são o Fragaria x ananassa Duch,  F. chiloensis e F. 

virginiana (SILVA et al. 2007).  

Os Estados Unidos é o maior produtor em nível mundial com uma produção 

de cerca de 900 mil toneladas, seguido pela Espanha com 350 mil toneladas, Japão 

(180 mil ton), Polônia (150 mil ton), México (141 mil ton) e Itália com 102 mil 

toneladas de frutas frescas (AGRIANUAL, 2008).  

Para o Brasil o cultivo em nível comercial esta em expansão, porém o 

morango é uma das frutas mais representativas entre as pequenas frutas devido aos 

altos teores de vitamina C, A, E, B5 e B6, além de ser rico em flavonóides (IBGE, 

2011).  

Atualmente a produção anual brasileira de morangos estima-se em 100 mil 

toneladas, com uma área ocupada de 3.500ha, onde as maiores produções se 

concentram nas regiões sul e sudeste, onde os estados de São Paulo, Minas Gerais 

e Rio Grande do Sul são os maiores produtores, sendo que o Rio Grande do Sul 

recebeu grandes incentivos iniciais, entretanto o grande impulso da produção foi nos 

anos 60 em São Paulo, e nos dias atuais o estado de Minas Gerais com 41,4% é o 

maior produtor nacional (FACHINELLO et al. 2011). No Paraná as maiores 

produções concentram-se na região metropolitana de Curitiba (DERAL, 2013). 

O morango é considerado um pseudofruto, ou falso fruto, pelo fato de suas 

estruturas se originarem de uma única flor com vários ovários, onde cada ovário 

origina um pequeno fruto, que são aqueles conhecidos pontinhos pretos no 

morango, o qual é na verdade um fruto agregado. A parte comestível suculenta que 

chamamos de fruta tem origem no receptáculo da flor, sendo a parte, mais saborosa 

e apreciada da cultura, tanto in natura como processado, sendo rica em nutrientes, 

possuindo em sua composição vitaminas B1, B2, B5 e C, além de potássio, sódio, 
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cálcio, ferro e fósforo, sua composição é basicamente composta por 92,8% de água 

e 2,3% fibras, com um valor calórico em torno de 39 calorias em 100g de morango 

(LUENGO et al. 2000). 

 

 

2.2 MOFO-CINZENTO (Botrytis cinerea) 

 

O Mofo-cinzento é uma das principais doenças que acometem os frutos do 

morangueiro principalmente no pós–colheita, seu agente causal é o Botrytis cinerea, 

o qual possui ocorrência generalizada em todo o mundo, infestando flores, folhas e 

frutos em mais de 200 espécies de plantas (HELBIG, 2001).  

Botrytis cinerea é um fungo facultativo, com atividade saprofítica na matéria 

orgânica, onde forma esclerócio e micélio que ficam dormentes na ausência do 

hospedeiro. Essa dormência do patógeno no hospedeiro causa uma contaminação 

dos botões florais e dos frutos verdes, onde o principal sintoma é o surgimento de 

manchas marrons claras que acabam secando o fruto ou abortando as flores, no 

caso dos frutos maduros essas manchas chegam a um ponto onde o morango fica 

com aspecto duro coberto por uma massa de micélios de coloração acinzentada que 

são as estruturas fúngicas (KIMATI et al. 2005).    

Os conídios do B. cinerea quando em condições favoráveis, com 

temperatura de 20 a 25 ºC e umidade relativa em torno de 90 a 100% germinam e 

são rapidamente disseminados pelo vento e água, onde após a penetração o 

patógeno infesta rapidamente os tecidos, esporulando e originando novos ciclos da 

doença e assim aumentando sua área de infecção (TANAKA, 2002). 

 A ocorrência da doença fica favorecida quando não é realizado o devido 

manejo fitossanitário, ficando assim, folhas velhas e doentes no local do cultivo. A 

utilização de espaçamentos menores e a alta adubação nitrogenada também são 

fatores determinantes para a infestação do mofo-cinzento (COSTA et al. 2003). 
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2.3 INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA 

 

Desde o início do século XIX, sabe-se que plantas podem responder ao 

ataque de patógenos por meio da ativação de mecanismos de defesa, sendo estes 

proteções contra patógenos, ocorrendo assim à atuação de barreiras naturais pré- 

formadas e pós-formadas (TAIZ; ZEIGER, 2004). Os fatores pré-formados estão 

presentes no metabolismo da planta antes da contaminação pelo patógeno.  No 

caso dos fatores pós-formados, estes serão produzidos apenas com a presença do 

patógeno, e por meio de reações desencadeia uma defesa vegetal. Estes fatores 

apresentados podem ser subdivididos em estruturais ou bioquímicos, onde os 

estruturais vão apresentar barreiras físicas, atrasando a penetração do patógeno, já 

os bioquímicos serão os inibidores de crescimento, atuando na produção de 

substâncias toxicas que serão repelentes ao patógeno (PASCHOLATI; LEITE, 1994; 

MAZARO, 2007). 

Sendo a planta altamente responsiva a identificação de uma infecção 

através dos mecanismos de ação, a indução a resistência é ativada por indutores 

bióticos ou abióticos (BAYSAL et al, 2003; BONALDO et al, 2005; RYALS et al. 

1996). Onde o agente indutor sensibiliza a planta a ponto de a mesma ativar seus 

mecanismos de defesa. Esta ativação dos mecanismos envolvem algumas enzimas 

específicas, como peroxidase, ß-1,3-glucanase, quitinase, fenilalanina amônia-liase 

e polifenoloxidase (CAVALCANTI et al. 2005). 

Um dos indicativos utilizados para verificar se ocorreu à ativação dos 

mecanismos de defesa é o teor de proteínas solúveis presente no tecido vegetal, o 

qual pode ter sido ativado pela ação direta do patógeno ou pela aplicação de algum 

elicitor biótico ou abiótico. Este fenômeno promovido pelos elicitores é conhecido 

como resistência sistêmica adquirida (RSA), porém os mesmos ainda podem 

desencadear a resistência local adquirida (RLA), e a resistência sistêmica induzida 

(RSI)  (TERRY; JOYCE, 2004).  

Com a descoberta da resistência sistêmica adquirida (RSA), vários estudos 

ganharam destaque e atenção, uma vez que se faz de extrema importância 

conhecimentos no controle de fitopatógenos através de análises bioquímicas de 

matérias vegetais, comprovando assim a presença de enzimas fundamentais para 

ativação das barreiras protetoras das plantas (STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). 

 



16 

 

2.4 RESISTENCIA SISTÊMICA ADQUIRIDA–RSA 

 

A crescente possibilidade da utilização de indução a resistência como 

método de controle de fitopatógenos em plantas, tem motivado muitos 

pesquisadores. Atualmente, sabe-se que um mecanismo de defesa natural se 

manifesta devido ao acúmulo de alguns princípios antibióticos como as fitoalexinas, 

que ao se acumular nos tecidos vegetais quando detectado a presença de 

substâncias liberadas pelos patógenos, criam uma espécie de proteção (Figura 1). 

Este fenômeno da resistência Sistêmica Adquirida, nada mais é do que um estado 

de resistência, induzida pela infecção localizada causada por algum fitopatógeno ou 

pela presença de algum elicitor biótico ou abiótico (DURRAN; DONG, 2004).  

Este fenômeno foi inicialmente observado em trabalhos com pepino e 

tabaco, os quais mostraram que a estabilização da RSA depende da planta e do tipo 

de organismo indutor (STICHER et al. 1997).  Onde as plantas podem ficar 

sistemicamente protegidas através de uma inoculação prévia com patógenos ou 

devido à dosagem aplicada do elicitor e em condições ambientais favoráveis esta 

RSA ao se estabilizar pode durar semanas (GUZZO, 2004, p. 10). 

Em nível molecular a RSA é definida pelo expressivo número de genes 

envolvidos na patogenicidade, estes por sua vez, são ativados pela interação 

patogênica com a planta, promovendo a compatibilidade ou incompatibilidade, esta 

ultima seria a resistência propriamente dita, onde irá acontecer a liberação de 

inúmeros sinais moleculares, resultantes da ativação de genes de defesa pelos 

processos de percepção, tradução do sinal e transdução (BOSTOCK, 2005). 

Alguns dos mecanismos envolvidos na indução da resistência adquirida é a 

resposta de hipersensibilidade; Aumento na atividade da peroxidase; Acumulo de 

fitoalexinas atuando na resistência local; Síntese de enzimas hidrolíticas, 

responsáveis pela degradação da parede celular de fungos; Síntese de proteínas RP 

e o aumento no conteúdo de ácido salicílico. Porém, essa RSA pode não estar 

relacionada diretamente a hipersensibilidade (RH), mesmo esta sendo uma das mais 

relevantes para a defesa vegetal (IRITI; FAORO, 2003; HEIL; BOSTOCK, 2002). 
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2.5  ÓLEO ESSENCIAL DE CHIA (Salvia hispanica)   

 Com o advento da conscientização sobre a utilização equilibrada de 

produtos químicos no ambiente rural e urbano, se fez necessário novas tecnologias 

e estudos para desenvolver novas formas de controlar pragas e doenças das 

plantas. Sendo assim a utilização de óleo essencial de plantas, pode vir a ser uma 

das principais formas alternativas de controle dessas malesas que acometem as 

diversas culturas, principalmente no controle de fitopatógenos (THORMAR, 2012, 

p.168).  

Estes óleos essenciais são formados nos metabolismos secundários das 

plantas, os quais são responsáveis por estratégias de sobrevivência da mesma, por 

meios bioquímicos e físicos como sua característica aromática, para que isso ocorra, 

grandes compostos estão envolvidos como a estrutura de terpenos, sesquiterpenos, 

álcoois, fenilpropanoides, entre outros (WOLFFENBUTTEL, 2007). 

A Salvia hispanica L. é originária do centro-oeste do México até o norte da 

Guatemala, sendo uma planta anual pertencente á família das Lamiáceas. Foi por 

muitos anos um dos principais alimentos para as civilizações da América Central, 

seguida pelo milho e feijão (AYERZA; COATES, 2004).   

1 
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Sua preferencia é por solos arenosos, porem se desenvolve muito bem em 

solos argilosos que sejam bem drenados e não alagados, entretanto tolera muito 

bem a seca e a acidez, não sendo adaptada a geadas e grandes quedas de 

temperatura (COATES, 2011). Seu cultivo requer áreas a pleno sol e temperaturas 

amenas, assim seu potencial de desenvolvimento no Brasil e em diferentes regiões 

é muito grande, devido á alta adaptabilidade da cultura (JIMÉNEZ, 2010). 

Esta planta possui um porte de aproximadamente 1 metro de altura, com  

folhas simples, opostas, de 4 a 8 cm de comprimento e 3 a 5 cm de largura, com as 

epidermes das folhas apresentando tricomas glandulares.  O óleo essencial se 

encontra nas folhas onde este atua como um repelente aos insetos, reduzindo assim 

a utilização de inseticidas (POZO, 2010).  

A semente da Chia é uma rica fonte de antioxidantes naturais e ácidos 

graxos essenciais, além de obter altos teores de cálcio, potássio, aminoácidos 

essenciais, fibras e ômega 3. Onde encontra-se em sua composição química, cerca 

de 15 a 25% de proteínas, 30 a 33% de  lipídeos , 18 a 30% de fibras , 26 a 41% de 

carboidratos, 5% de cinzas e de 90 a 93% de minerais, vitaminas e matéria seca.  

Seus componentes antioxidantes são beta-caroteno, tocoferol, ácido clorogénico, 

ácido caféico e flavonóides (quercetina, miricetina e kaempferol) (IXTAINA et al., 

2008). Esta semente também não apresenta glúten, se tornando assim, um 

destaque na nutrição da alimentação humana (BUENO et al., 2010). 

Atualmente realizaram-se apenas estudos com a Salvia hispanica para fins 

medicinais e nutricionais, porém seu potencial de metabólitos secundários é muito 

grande quando se refere a patógenos, uma vez que sua ação inseticida se 

apresenta muito bem desenvolvida, sendo assim este estudo irá avaliar seu 

potencial contra fitopatógenos, aumentando assim sua importância agronômica.  

 

 

2.6   ACIBENZOLAR-S-METILICO - (ASM) 

Desenvolvido pela empresa Syngenta Proteção de Cultivos Ltda, São Paulo-

SP, o acibenzolar-S-methil (ASM) é um composto sintético conhecido 

comercialmente por BION 500 WG, este por sua vez é considerado o primeiro 

produto registrado no Brasil que ativa o mecanismo de resistência de plantas a 
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doenças, sendo um produto abiótico de baixa toxicidade, fato este que permite sua 

ampla aplicação, tanto via solo ou foliar. Atualmente é registrado para as culturas de 

batata, cacau (mudas), citros (mudas), feijão, melão, tomate e algodão (MAPA, 

2016). 

O acibenzolar-S-methil é derivado do benzotiodiazole e atua diretamente 

aumentando a atividade de enzimas envolvidas na resistência das plantas, onde 

ativa genes da RSA e das PRPs, os quais são mediados pelo Ácido Salicílico, pelo 

fato de suas atuações serem semelhantes, assim aumentando a gama de estudos 

relacionados ao ASM (OOSTENDORP et al., 2001; CIA et al., 2007). 

Esta indução proporcionada pelo ASM, já foi comprovada por diversas 

pesquisas com culturas de tabaco, tomate, pepino, trigo e Arabidopsis thaliana 

(MAZARO, 2007, P. 11-17). Ainda ha trabalhos que demostram um considerável 

aumento da eficácia de fungicidas quando incluído o ASM em programas 

fitossanitários para soja (DALLAGNOL et al; 2006; SANTOS et al; 2011).  

A recomendação de aplicação deste produto é preventiva, sendo aplicado na 

parte área das plantas antes da entrada do patógeno, pois este é ligeiramente 

absorvido pelos tecidos vegetais e logo translocado sistemicamente para a planta 

em geral, desde as raízes até as folhas, ativando assim, todas as suas defesas 

naturais.  Trabalhos realizados por GUZZO, 2004, p.91,  comprovam este efeito, 

uma vez que o ASM, mostrou não possuir nenhuma ação antimicrobiana direta aos 

patógenos, porém se mostrou eficiente como indutor de expressões genéticas de 

resistência, os quais se manifestam sobre a infecção e desenvolvimento dos 

patógenos por meio de compostos.  

Devido a estes efeitos como eleitor de mecanismos de resistência já 

comprovados e assim afirmado a sua eficiência, o ASM vem sendo utilizado 

mundialmente como produto padrão comparativo em trabalhos de pesquisas 

relacionadas com Indução de Resistência. Por este fato, o mesmo será utilizado no 

presente trabalho como um dos tratamentos comparativos, para assim ser possível 

através de análises bioquímicas analisar o efeito de ativação da resistência ou não 

do mofo cinzento em morangueiro, assim como a RSA, comparando com os demais 

tratamentos com óleo de Chia.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 LOCAL DE EXECUÇÃO 

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Fitossanidade e Bioquímica, 

localizado na Universidade Tecnológica Federal do Paraná - UTFPR, Campus de 

Dois Vizinhos, Paraná.  

O óleo essencial de chia (Salvia hispanica) foi obtido da empresa CaCaLia 

Produtos Naturais®, sendo produzido por prensagem a frio tendo 100% de pureza. O 

óleo foi armazenado sob refrigeração em vidro âmbar até o momento da 

implantação do experimento. 

 

3.2 OBTENÇÃO DOS ISOLADOS DE B. cinerea 

O isolado patogênico foi obtido a partir de morangos infectados com B. 

cinerea, coletados em área de cultivo comercial do município de Dois Vizinhos (PR). 

Para o isolamento, estruturas fúngicas presentes nos pseudofrutos coletados foram 

retiradas da lesão com auxílio de uma alça de platina estéril, transferidas para 

placas de Petri® contendo meio de cultura BDA (Batata Dextrose Ágar) e incubadas 

em câmara de crescimento a 25°C ± 1°C, por sete dias no escuro. A 

descontaminação do fungo Botrytis cinerea foi realizada através de sucessivas 

repicagens até a obtenção de cultura pura. 

O experimento ocorreu em duas etapas, sendo que o Experimento I avaliou 

diferentes concentrações de oléo de Chia na indução de resistência ao mofo 

cinzento em pós-colheita de morangos cv. Caminho Real. Já o experimento II,  

buscou complementar o efeito do oléo de Chia sobre o patógeno, avaliando o 

controle de Botrytis cinerea  em condições in vitro.  

 

3.3 EXPERIMENTO I – INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA A MOFO CINZENTO 

 

  A colheita dos frutos de morango da cultivar Caminho Real, ocorreu quando  

os mesmos apresentaram estádio de maturação de consumo comercial (coloração 
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>90%vermelha; SST valor médio 13oBrix; acidez titulável valor médio 11,0 

meq./100ml, determinados no início do experimento).  Em seguida estes frutos 

passaram por uma seleção, quanto ao tamanho, grau de maturação e ausência de 

injúrias. Cada unidade experimental foi constituída de uma bandeja de polipropileno 

com dimensões de 20 cm de comprimento por 10 cm de largura, contendo 20 frutos. 

As concentrações do óleo foram ajustadas em água destilada (0,125; 0,25; 

0,5 e 1 %), utilizando como produto diluente o Tween 20. Para a testemunha foi 

utilizado somente água destilada.  O delineamento experimental utilizado, foi o 

inteiramente ao acaso (DIC) com quatro repetições.   

Estes tratamentos descritos foram aplicados com um borrifador manual 

(micro-aspersão), em uma dosagem de 10ml/20 frutos. Após, as bandejas foram 

revestidas com PVC esticável (15micras) e armazenadas em B.O.D  a 10°C ± 1°C. 

Após 24 horas da aplicação dos tratamentos, ocorreu a inoculação do B. 

cinerea (5.10-4 conídios mL-1), na quantidade aproximada de 0,01ml por morango. A 

inoculação consistiu na pulverização da suspensão de conídios na concentração de  

(5.10-4 conídios mL-1), sobre os frutos. O inóculo foi preparado a partir de isolados de 

culturas puras de Botrytis cinerea em placas de petri, onde nessas placas foram 

adicionados 10 mL de água destilada e então procedeu-se a raspagem da superfície 

das colônias com uma lâmina de microscopia esterilizada. Em seguida, a suspensão 

de inóculo obtida foi filtrada, determinando-se a concentração de esporos com a 

câmara de Neubauer. 

 No término do experimento, com 96 horas, foram feitas análises físico-

químicas e bioquímicas. As variáveis físico-químicas analisadas foram: incidência, 

diâmetro da lesão e esporulação das podridões, firmeza de polpa, sólidos solúveis 

totais (SST), acidez titulável (AT), perda de massa e coloração. As análises 

bioquímicas determinaram a atividade das proteínas relacionadas à patogenicidade 

(PRPs), sendo elas: fenilalanina amônia-liase (FAL), quitinase e β-1,3-glucanase 

 

3.3.1 Análises Físico-químicas 

 

A avaliação da incidência de podridões foi realizada pela análise visual e 

expressa em percentual de frutas, sendo consideradas frutas podres aquelas que 

apresentavam sintomas típicos (micélio aparente) de ataque de patógenos, sendo os 
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patógenos identificados com o uso de lupas de mesa. O tamanho da lesão foi 

avaliado utilizando um paquímetro digital, medindo o maior diâmetro de cada lesão. 

Para avaliar a firmeza da polpa foi utilizado um penetrômetro TR, modelo RT –327, 

com ponteira de 8 mm d+e diâmetro. Os resultados foram expressos em libras/cm² e 

transformados para Newton (N). Os sólidos solúveis foram determinados a partir de 

um refratômetro manual e expressos em oBrix. A acidez titulável foi determinada em 

uma amostra de 10mL de suco dos frutos diluída para 90mL de água destilada e 

titulada com uma solução de hidróxido de sódio 0,1N até pH 8,1, sendo os 

resultados expressos em meq.100 mL-1. A perda de massa foi obtida a partir da 

diferença de massa das amostras ao início e término do experimento. A coloração 

foi determinada com o auxílio de um colorímetro digital.  

 

 3.3.2 Análises bioquímicas 

 

Para as análises bioquímicas foram retiradas amostras padronizadas de tecido 

vegetal, da porção mediana dos frutos, sendo 1g de cada fruto.  

Nas análises de proteínas totais, as amostras foram maceradas em 

almofariz com 6 ml de tampão fosfato 0,2 M (pH 7,5). Em seguida, o material foi 

levado a centrifuga (14.000g / 10 min a 4°C) e o sobrenadante coletado. Para 

quantificação do conteúdo total de proteínas das amostras utilizou-se o teste de 

Bradford (1976). A leitura de proteínas totais foi realizada em espectrofotômetro a 

590 nm, utilizando soro albumina bovina como padrão. 

A determinação da atividade da fenilalanina amônia-liase (FAL) foi por 

quantificação colorimétrica do ácido trans-cinâmico liberado do substrato 

fenilalanina, conforme metodologia descrita por Kuhn (2007), onde é indicado utilizar 

0,25 g da amostra com mais 3,0 mL do tampão TRIS – HCl pH 8,0. Este extrato foi 

acondicionado em tubos ependorfe e centrifugado por 10 minutos, a 4ºC a 6000 rpm. 

Após, uma alíquota de 200 µL foi transferida para tubo de ensaio, acrescentando-se 

mais 3,0 mL do tampão de extração. A solução foi agitada em vórtex, obtendo-se 

assim, o extrato enzimático. Deste extrato, 1,5 mL foi transferido para outro tubo de 

ensaio, com mais 1,0 mL do tampão de extração e 0,5 mL de fenilalanina. 

Novamente, agitou-se a solução em vórtex para homogeneização. E após, os tubos 

foram incubados em banho-maria por 45 minutos a 40ºC. Depois de retirados do 

banho-maria, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5 minutos para 
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interromper a reação e assim pode-se realizar a leitura em espectrofotômetro a 290 

nm.  

 Para dosagem das atividades de quitinases e β-1,3-glucanase seguiu-se os 

procedimentos descritos por Wirth e Wolf (1992), com adequações, sendo que as 

amostras foram maceradas em 4,0 mL de tampão acetato 100 mM (pH 5,0), com 

posterior centrifugação (20.000 g por 25 min, a -4 °C). O sobrenadante será coletado 

e utilizado para a avaliação da atividade das enzimas.  

A atividade enzimática da quitinase foi avaliada através da liberação de 

oligômeros solúveis de “chitin-azure”, a partir de quitina carboximetilada marcada 

com remazol brilhante violeta 5R-RBV (Sigma Aldrich®). Para determinação 

espectrofotométrica das atividades de β-1,3-glucanase nos extratos foi utilizado 

como substrato curdlan-remazol azul brilhante (Sigma Aldrich® - 4 mg.ml-1). 

  

3.4 EXPERIMENTO II- EFEITO DO OLEO DE CHIA SOBRE B. cinerea IN VITRO 

 

Para avaliar o efeito do óleo de Chia no controle de B. cinerea in vitro foram 

utilizados cinco tratamentos, nas mesmas concentrações do experimento in vivo (I), 

utilizando como testemunha somente o meio BDA (Batata Dextrose Ágar). Os 

tratamentos foram avaliados com quatro repetições, sendo a unidade experimental 

uma placa de Petri® de vidro com 9 cm de diâmetro.   

Os meios de cultura BDA receberam a adição das diferentes concentrações 

do óleo de Chia filtrado em membrana millipore® de 0,45 µm. Em seguida, em 

câmara de fluxo laminar, os preparados foram vertidos na quantidade de 12 mL por 

placa de Petri®. Após a solidificação do meio, discos de 3 mm de diâmetro 

colonizados pelo fungo foram transferidos para o centro da placa contendo o meio 

de cultura. Então, estas foram tampadas, lacradas com filme plástico esticável e 

incubadas em câmara de crescimento à 26°C ± 1ºC com fotoperíodo de 12 horas.  

A avaliação do experimento foi realizada com 24, 48 e 72 horas, com a 

utilização de medição, com auxilio de um paquímetro, perpendicularmente em dois 

diâmetros (A e B) pré-definidos antes do crescimento micelial do fungo. O 

experimento foi finalizado quando o fungo B. cinerea atingiu a borda de uma das 

placas.   
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3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA DO EXPERIMENTO 

 

Para análise dos dados utilizou-se a ferramenta computacional R (TEAM, 

2015) versão 3.1.2. Os dados foram submetidos à análise de variância, quando 

significativos, procedeu análise de regressão;  

Ambos os experimento I e II foi delineado inteiramente ao acaso (DIC) e o 

experimento in vitro com B. cinerea foi delineado em DIC com parcelas subdivididas 

no tempo. 

 Foi ainda realizado o teste de Shapiro-Wilk, ao nível 5% de significância, para 

verificar a normalidade dos resíduos dos modelos utilizados. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Os resultados referentes às análises de perda de massa, sólidos solúveis 

totais, acidez titulável, coloração e firmeza estão apresentados na Tabela 1. Não foi 

observado efeito de nenhum dos tratamentos sobre esses parâmetros físico-

químicos. 

 
Tabela 1: Perda de massa (%), teor de sólidos solúveis totais - SST (°Brix), acidez titulável, 
cor e firmeza de polpa, 96 horas após a aplicação de concentrações de óleo de Chia em 
pós-colheita de morangos, cv.„Caminho Real‟. Dois Vizinhos-PR, 2015. 

Tratamento  Variáveis Físico-químicas  

 

Perda de massa SST Acidez Cor Firmeza 
 

 

% °Brix meq/100 mL L  N/cm²   

0 0,53ns 5,37ns 11,52ns 25,51ns 23,92ns 
 

0,125 0,65 6,52 10,73 23,42 29,03 
 

0,25 0,58 5,82 10,87 26,62 25,92 
 

0,5 0,59 5,97 9,62 25,11 26,59 
 

1 0,56 5,6 10,54 24,84 24,92   

CV: 10,1 10,1 15,0 9,59 10,1  

ns=não significativo ao nível de 5% de significância. 
Fonte: Arquivo pessoal (2015).                                         
 

A principal causa da perda de massa é a perda de água do fruto através da 

transpiração e da respiração, sendo que tratamentos pós-colheita podem interferir 

nesses processos, podendo causar demasiada perda de água e consequente 

aspecto de murchamento nos frutos. Como não ocorreram diferenças significativas 

na perda de massa, considera-se que este resultado seja em função da forma que 

ocorreu o tratamento, por aspersão e não por imersão, onde o produto não 

promoveu um efeito filmogênico e nem mesmo causou danos no tecido vegetal, o 

que poderia alterar o teor de perda de água do tecido.  

Outras variáveis físico-químicas representativas em pós-colheita, são os 

sólidos solúveis totais (SST) e a acidez titulável (AT), onde a alteração desses 

parâmetros está diretamente relacionado à atividade metabólica na pós-colheita, 

haja visto que os SST e os ácidos são substratos no processo respiratório dos 

frutos. Os tratamentos, não interferiram nessas variáveis, demonstrando que a 

atividade metabólica ocorreu dentro da normalidade para a cultura. De maneira 

similar, a não interferência na coloração dos frutos pelos tratamentos, nos permite 

afirmar que não ocorreu danos na epiderme, bem como, não ativou rotas de defesa 
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vegetal, que propiciassem a alteração ou descaracterização da coloração normal 

dos frutos.  

A firmeza de polpa também é um dos parâmetros primordiais relacionados 

com a velocidade de deterioração das estruturas dos frutos, parede celular e 

turgidez dos tecidos, pois durante o período de maturação ocorrem atividades de 

diversas enzimas, principalmente a poligalacturonase, a pectinase e a celulase, que 

fazem a degradação dos tecidos da parede celular. Os resultados obtidos nesse 

estudo revelaram que o óleo de Chia não interferiu na atividade de enzimas de 

desestruturação da parede, mantendo os frutos com a firmeza de polpa em níveis 

normais para a cultura. Resultado similar foi obtido por Tzortzakis (2007) quando 

avaliou o uso de óleos essenciais de eucalipto e canela em morangos, e concluiu 

que tais óleos não tiveram efeito sobre a firmeza dos frutos. 

Quando avaliado a ocorrência de podridões nos frutos de morangos, obteve-

se uma redução de podridões, com o uso dos tratamentos, sendo que na 

testemunha apresentou maiores incidências de podridões com 31%, assim como a 

dose estimada de 0,58% apresentaria menor incidência de podridões (Figura 2).  Já 

para severidade, o tamanho médio das lesões foi de 1,2cm. 

 
Figura 2: Incidência de podridões em frutos de morango „Caminho Real‟, após aplicação de diferentes 
concentrações de óleo de Chia em pós-colheita, e armazenados a 10°C por 96 horas. Dois Vizinhos- 
PR, 2015. 
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Quando analisados os parâmetros bioquímicos, para buscar entender o efeito 

sobre a redução da podridão, observou-se que o óleo de chia ativou a enzima 

hidrolítica quitinase (Figura 3), com dose estimada para melhor eficiência técnica de 

0,63%  

 

 
Figura 3: Atividade da Quitinase em frutos de morango „Caminho Real‟, após aplicação de diferentes 
concentrações de óleo de Chia em pós-colheita, e armazenados a 10°C por 96 horas. Dois Vizinhos-
PR, 2015. 

 
 

Buscando a correlação entre a redução de podridões com a atividade da 

enzima quitinase, observou-se uma correlação altamente significativa, com menores 

percentuais de podridões e maior atividade da enzima quitinase. Verifica-se que á 

medida que a atividade da enzima quitinase aumenta a incidência de podridões 

diminui (Figura 4).  Logo, afirma-se que houve indução de resistência para o controle 

de B. cinerea in vivo.   
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Figura 4: Correlação podridão x quitinase em frutos de morango „Camino Real‟, após aplicação de 
diferentes concentrações de óleo de Chia em pós-colheita, e armazenados a 10ºC por 96 horas. Dois 
Vizinhos-PR, 2015. 
 
 

O intervalo de máxima eficiência técnica relacionado a podridões e quitinases 

esta entre as doses de 0,58 e 0,63% (Figura 5). 

 

 
Figura 5: Máxima eficiência técnica relacionando podridões e quitinases em frutos de morango 
„Caminho Real‟, após aplicação de diferentes concentrações de óleo de Chia em pós-colheita, e 
armazenados a 10ºC por 96 horas. Dois Vizinhos- PR, 2015. 
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Os resultados desse estudo mostram que o óleo de chia possui ação na 

indução de resistência quando aplicado em pós-colheita de frutos de morango, 

sendo a rota preferencial de defesa a ativação da enzima quitinase, que é 

característica por atuar no processo de defesa vegetal, com ação hidrolítica sobre a 

parede celular dos fungos, ocasionando degradação e morte celular. Botrytis cinerea 

é um fungo pertencente ao filo dos ascomicetos, e sua estrutura celular é recoberta 

por -glucanas, quitina e outros componentes. Segundo Mucha et al. (2006) após a 

remoção da camada de -glucanas, quitinases estão aptas a hidrolisar a camada 

posterior que é composta de quitina, além disso, essa hidrólise pode ter sucesso 

com a cooperação de outras enzimas. 

Os resultados demonstraram que os tratamentos não interferiram na atividade 

da enzima β-1,3 glucanases. Assim, não foi verificada uma associação entre as 

atividades das enzimas quitinase e β-1,3 glucanase como foi descrito por Carstens 

et al. (2003) que discutem sobre um sinergismo existente entre essas duas enzimas. 

A diferença na produção de quitinases e β-1,3-glucanases por isolados de Botrytis 

cinerea pode ter sido influenciada pelos níveis de quitina e β-1,3-glucanas presentes 

na parede celular, ou seja, pela proporção desses polissacarídeos presentes na 

parede celular do fungo. Além disso, o óleo de chia potencializou a expressão da 

quitinase, sendo que a expressão da β-1,3 glucanase não foi significativa. 

Também não houve interferência na atividade da enzima fenilalanina amônia-

liase (FAL). Essa enzima tem um papel importante na ativação de rotas de defesa 

vegetal, atuando no primeiro passo da síntese dos fenilpropanóides, com a 

conversão de fenilalanina em ácido-trans-cinâmico, para formação de compostos 

fenólicos (GERASIMOVA et al. 2005). Almeida et al. (2012) também não observaram 

diferenças nas atividades da enzima FAL em genótipos de soja  inoculadas ou não 

com Phakopsora pachyrhizi.  Cuzzi (2013), utilizando extrato de canola em pós-

colheita de morangos para controle de B. cinerea, também não observou ativação 

significativa da FAL. De acordo com estes autores, a não ativação de enzimas 

relacionadas à resistência a patógenos pode ocorrer quando algumas poucas 

células infectadas são envolvidas por tecido saudável.  

Mesmo não sendo encontrados relatos na literatura sobre a utilização de óleo 

de chia no controle de podridões em morango, nem mesmo na ativação da enzima 

quitinase, outros trabalhos já associam o uso de óleos essenciais na ativação de 
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defesa vegetal, a exemplo de trabalhos realizados por Cruz (2003), o qual avaliou 

óleos essenciais de Allium sativum, Copaifera langsdorfii, Cinnamomum zeylanicum 

e Eugenia caryophyllata no controle de antracnose em frutos de banana (C. musae),  

observando, que o maior percentual de controle da doença foi ocasionado pelo uso 

do óleo essenciais de A. sativum.  O mesmo ainda verificou que óleos oriundos de 

espécies do gênero Citrus possuem potencial em tratamentos pós-colheita, para o 

controle de bolor verde em laranjas. 

Salgado et al. (2003) trabalhando com os óleos essenciais de espécies de 

Eucalyptus na concentração de 500 mg kg-1, observaram inibição significativa no 

desenvolvimento de Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum e Bipolaris sorokiniana. 

 Abreu (2006), observou efeito positivo tanto in vivo como in vitro de óleos 

essenciais de canela, capim-limão, cravo, eucalipto, melaleuca e menta para o 

controle de Alternaria solani, agente etiológico da pinta-preta do tomateiro.  

Mazaro et al. (2008; 2012) e Cechim et al. (2014)  demostraram a ativação 

dessas enzimas de defesa vegetal, com a utilização de quitosana em frutos de 

morango no pós-colheita e de maçã. 

 Os efeitos de óleos essenciais, se aplicam além da pós-colheita, tendo como 

exemplo trabalhos realizados por Luckmann et al. (2007) avaliando extratos de 

Alecrim (Rosmarinum officinalis L.),  onde o mesmo, observou ação deste óleo na 

indução de fitoalexinas gliceolinas em cotilédones de soja.  Ainda Mazaro et al., 

(2008), verificaram  a capacidade de óleos de Eugenia uniflora L. (pitangueira) na 

indução das fitoalexinas gliceolinas em cotilédones de soja, respondendo ao 

aumento das concentrações dos preparados. Assim, como Gouvea et al. (2011), 

constatou que os extratos de alho e de neem induziram a produção de fitoalexinas 

gliceolinas em soja. 

Em relação aos dados obtidos no experimento in vitro, os resultados 

demonstraram que as diferentes concentrações de óleo de chia incorporado ao meio 

BDA, não inibiram o crescimento micelial de B. cinerea. Esses resultados indicam 

que o óleo de Chia não apresentou atividade fungistática e nem fungitóxica, assim, 

possibilitou o crescimento regular do fungo (Figura 6). 
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Figura 6: Crescimento micelial do fungo B. cinerea em meio de cultura com a adição de diferentes 
concentrações de óleo de Chia (0, 0,125, 0,25, 0,5 e 1%) após 72 em B.O.D. com temperatura de 
24ºC - Dois Vizinhos-PR, 2015. 
 

Resultados semelhantes foram encontrados por Daferera et al. (2003), os 

quais indicaram que in vitro o óleo essencial de alecrim não se mostrou eficiente no 

controle de Botrytis cinerea, Fusarium solani var. coeruleum e Clavibacter 

michiganensis, sendo o alecrim também pertencente da família das Lamiaceae 

assim como a Chia.  Lorenzetti et al. (2011), observou á ação de óleos essenciais de 

menta, eucalipto, cravo e canela, na  inibição da esporulação do fungo, no entanto,  

o mesmo ainda apresentou crescimento micelial.  

Já Soylu et al. (2010),  observou que óleos desta mesma família das 

Lamiaceae, como o óleo de orégano (Origanum syriacum L. var. bevanii) e lavanda 

(Lavandula stoechas L. var. stoechas), demonstraram efeito no controle de B. 

cinerea.  Resultados semelhantes são relatados por El Ghaouth et al. (1992) em 

morangos onde o crescimento micelial de B. cinerea e Rhizopus Stolonifer, foi 

inibido com o uso  de quitosana (10 e 15 mg ml-1). 

 Dessa forma, avaliando de forma conjunta os dois experimentos, pode-se 

afirmar que a redução da incidência de podridões está ligada exclusivamente a 

indução de resistência, haja visto que não demonstrou ação direta sobre o patógeno. 
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5 CONCLUSÃO 

 

Óleo de chia quando aplicado na pós-colheita de morangos „Caminho Real‟ 

reduziu a incidência do mofo cinzento, ativando a enzima quitinase, relacionada à  

defesa vegetal. 

A aplicação do óleo não interferiu nas características físico-química dos 

frutos. 

In vitro, o óleo de chia não demostrou ação fungistática e nem fungitóxica no 

controle de Botrytis cinerea, não interferindo no crescimento micelial. 
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