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RESUMO

Maia, AJ.; Botelho, R.V.; Faria, C.M.D.R.; Leite, C.D.. A¢do de quitosana sobre o desenvolvimento de Plasmopara viticola e Elsinoe ampelina,
in vitro e em videiras cv. Isabel. Summa Phytopathologica, v.36, n.3, p.203-209, 2010.

Este trabalho teve como objetivos avaliar o efeito da quitosana
no controle dos fungos Plasmopara viticola e Elsinoe ampelina,
agentes causais do mildio e da antracnose da videira,
respectivamente. As concentragdes de 0, 20, 40, 80 e 160 mg L-
! de quitosana foram utilizadas nos seguintes experimentos: testes
de crescimento micelial, de germinacdo de esporos e ensaio em
condi¢des de campo. Para os dois ultimos ensaios, adicionou-se
tratamentos padrdes com mancozeb e calda bordalesa. Verificou-se
reducdo no crescimento micelial de E. ampelina sendo que a maior
concentracdo de quitosana (160 mg L) reduziu em 57% o

desenvolvimento do fungo, 192 horas ap6s incubagdo. Nos testes de
germinagédo, a dose de 160 mg L de quitosana reduziu a germinagéo
de esporos de E. ampelina em aproximadamente 98% e de P. viticola
em 60%, ndo diferindo dos tratamentos com calda bordalesa e
mancozeb. Nos ensaios a campo as maiores doses de quitosana (80 e 160
mg L) apresentaram um decréscimo na severidade de antracnose entre
93 e 81%. Para o mildio, a concentragdo de 160 mg L apresentou um
decréscimo de aproximadamente 81%. Baseando-se nestes resultados,
pode-se concluir que a quitosana tem um grande potencial no controle do
mildio e da antracnose da videira.

Palavras-chave adicionais: Vitis labrusca, controle alternativo, mildio, antracnose, fruteiras de clima temperado.

ABSTRACT

Maia, AJ.; Botelho, R.V,; Faria, C.M.D.R.; Leite, C.D. Chitosan action on Plasmopara viticola and Elsinoe ampelina development in vitro and
in grapevines cv. Isabel. Summa Phytopathologica, v.36, n.2, p.203-209, 2010.

This work aimed to evaluate the effect of chitosan on the
control of fungi Elsinoe ampelina and Plasmopara viticola, the
causal agents of downy mildew and anthracnose in grapevines,
respectively. The concentrations of 0, 20, 40, 80 and 160 mg L-
* chitosan were used in the following trials: mycelial growth, spore
germination, and experiment in field conditions. For the last two
trials standard treatments with mancozeb and bordeax mixture
were added. There was a reduction in E. ampelina mycelial growth
and the highest chitosan concentration (160 mg L) decreased by
57% the fungus development at 192 hours after incubation. In

the germination tests, the concentration of 160 mg L chitosan
reduced spore germination in E. ampelina by approximately 98%
and P. viticola by 60%, not differing from the treatments with
bordeaux mixture and mancozeb. In the field trial the highest
chitosan concentrations (80 and 160 mg L) decreased
anthracnose severity between 93 and 81%. For downy mildew, the
concentration of 160 mg L decreased the disease by
approximately 81%. Based on these results, chitosan has a great
potential for the control of downy mildew and anthracnose in
grapevines.

Keywords: Vitis labrusca, alternative control, downy mildew, anthracnose, vines, fruit trees of temperate climates.

A videira é economicamente uma das mais importantes fruteiras
cultivadas no mundo, devido as inimeras utilizagdes dos seus frutos
para consumo in natura e processamento (18).

As doencas flngicas sdo um dos principais problemas de interesse
econdmico na viticultura, devido as grandes perdas registradas. Entre
as principais doencas fangicas, destacam-se o mildio, doenga causada
pelo fungo Plasmopara viticola, e a antracnose cujo agente causal é o
fungo Elsinoe ampelina, responsaveis pelos maiores danos para a
viticultura no sul do Brasil, assim como em outras regides viticolas do
mundo. Essas doencas sdo especialmente sérias em anos com elevada
precipitacdo, alta umidade relativa e longos periodos de umidade sobre
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folhas e frutos e, em alguns anos sdo tdo severas a ponto de
comprometer ndo sé a producdo do ano como também produgdes
futuras (25).

O fungicida mais utilizado e mais eficiente no controle do mildio e
antracnose é a calda bordalesa, entretanto, a calda bordalesa assim
como todos os cupricos, tem o inconveniente de poder causar
fitotoxidez nas partes jovens da planta além de comprometer o sistema
de conducdo, devido sua agdo corrosiva. Em funcdo destas
caracteristicas, os cupricos sdo recomendados apenas apoés a
frutificacdo. Além disso, inumeros sdo os fungicidas sintéticos
utilizados na viticultura em larga escala para o controle destas doengas,
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tais como: captan, metalaxyl, cymoxanil e mancozeb (1). Asolubilidade
destes produtos, além de sua acéo sistémica sdo os principais fatores
de risco para a contaminacdo de residuos dos subprodutos da uva
(21).

De acordo com Cabras & Angioni (7), o mosto de uva e o vinho
podem apresentar residuo de agroquimicos. Soleas & Goldberg (24)
analisando 26 agroquimicos em sucos de uva bruto antes da fermentacéo,
verificaram que o0s agroquimicos mais frequentemente encontrados
foram: folpete, captan, carbaril e dimetoato. Além disso, Navarro et
al. (15) observaram que quatro dias apds a vinificacdo, o vinho
apresentou teores residuais de mancozeb, penconazole, vinclozolin,
fenarimol e metalaxyl. Isto, consequentemente, é o resultado do uso
de fungicidas/inseticidas na viticultura, portanto, estes residuos podem
permanecer na videira e serem transferidos para o vinho (17), embora
a mobilidade dos aqroquimicos de uvas para vinho é geralmente
reduzido, devido ao processo de vinificagdo (esmagamento, prensagem,
estabilizagdo, etc) (7).

A preocupacdo com a segurancga alimentar tem levantado
questionamento sobre a agricultura moderna, aumentando a demanda
pela producdo organica, a qual preserva 0s agroecossistemas atraves
do uso adequado dos recursos naturais e obtencdo de alimentos de
maior qualidade (23).

Diante do exposto, 0 uso de compostos naturais ou biodegradaveis,
ndo-toxicos, derivados de animais ou plantas, que apresentem efeito
fungistatico ou induzam a resisténcia natural das plantas, tem tomado
destaque entre os fitopatologistas (4). Dentre estas alternativas,
encontra-se a quitosana, que é um polissacarideo obtido através da
desacetilagdo da quitina, presente na carapaga de crustaceos (camardes,
caranguejos e siris), e na parede celular de fungos (Aspergillus niger e
Penicillium notatum) (26), com efeito, fungistatico e indutor dos
mecanismos de defesa das plantas (27). Camilli et al. (8) verificaram
que a quitosana aplicada em frutos de uva cv. Italia demonstrou ser
eficiente no controle de Botrytis cinerea. Mufioz et al. (14) observaram
que a aplicacdo de 1,0 e 2,5% de quitosana também reduziu o tamanho
das lesbes em frutos de tomates e bagas de uvas.

Neste sentido, o objetivo do trabalho foi de avaliar o efeito in vitro
e in vivo da quitosana no controle de P. viticola e E. ampelina, agentes
causais do mildio e antracnose da videira, respectivamente.

MATERIAL E METODOS

Produtos utilizados para o controle dos patégenos

Como fonte de quitosana foi utilizado o produto comercial Fish
Fértil Quitosana® (20 g L™ de quitosana, Fish Industria e Comércio de
Fertilizantes Ltda., Mogi-Mirim-SP). Como controle positivo,
utilizou-se o principio ativo mancozeb (Manzate® 800, fabricado por
Dow AgroSceinces Industrial LTDA-Barueri-SP), empregando-se a
dose indicada no rétulo para a cultura. A calda bordalesa na proporcao
1:1:100 (sulfato de cobre: cal virgem: 4gua), produto recomendado na
agricultura orgénica, foi utilizado como padréo.

Teste in vitro

Para este experimento foi realizado isolamento do patdgeno, E.
ampelina, a partir de folhas com lesdes provenientes da regido de
Guarapuava-PR, o qual foi mantido em meio de cultura BDA (batata-
dextrose-agar).

Inicialmente, adicionou-se ao meio BDA as doses de 20, 40, 80 e
160 mg L* de quitosana, além da testemunha sem adicdo do produto.
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Em seguida, os meios foram autoclavados durante 20 minutos, a 120
°C e pressdo de 1 atm, e vertidos em placas de Petri de 90 mm de
didmetro, onde discos de 8 mm de didmetro do micélio do fungo foram
depositados no centro da placa.

As placas foram incubadas em camara de crescimento (BOD) a 25
+ 1 °C, com fotoperiodo de 16 horas de luz. Ap6s 48, 92, 144 e 244
horas de incubagdo, avaliou-se o crescimento micelial através da medida
do didmetro da coldnia, com auxilio de paquimetro digital. O
delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com
cinco tratamentos, cinco repeticdes e parcela experimental constituida
por uma placa de Petri. Para validacdo dos dados o experimento foi
repetido duas vezes.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e quando
significativo se estudou a regressdo polinomial ao nivel de 5%
probabilidade, através do programa estatistico SISVAR (12).

Teste de germinagéo

Para avaliar o efeito da quitosana sobre a germinacéo de P. viticola
e E. ampelina utilizou-se uma aliquota de 40 pL de suspensdo de
esporos (2,2 x 108 esporangios mL? e 5,8 x 10° conidios mL™) e outra
de 40 pL de cada concentracéo de quitosana (0, 20, 40, 80 e 160 mg L-
1), além de uma Unica dose de calda bordalesa e mancozeb como
tratamento padrdo, ndo autoclavados. Estes foram colocadas em cada
uma das cavidades de uma placa utilizada em teste ELISA (19).

As placas foram incubadas sob luz constante a 20 °C + 1 °C e 25
+1 °C para P. viticola e E. ampelina, respectivamente. A porcentagem
de germinacéo foi determinada as 2, 6 e 12 horas para P. viticolae 12 e
24 horas para e E. ampelina, apés o inicio do experimento, através do
emprego de 20 pL do corante azul algodéo de lactofenol para paralisar
a germinacao.

A avaliacdo foi realizada através da observacdo ao microscépio
6tico com aumento de 400 vezes. Contaram-se 100 esporos aleatorios
por repeticdo, totalizando 400 esporos por tratamento. Para o fungo
P. viticola foram considerados esporos germinados aqueles que
apresentavam liberacdo dos zodsporos. Ja para E. ampelina foram
considerados como esporos germinados aqueles que apresentavam
qualquer emissdo do tubo germinativo. Para validacdo dos dados
apresentados em porcentagem, o experimento foi repetido duas vezes.

Os resultados foram submetidos & anélise de variancia e regressdo
polinomial ao nivel de 5% probabilidade, através do programa
estatistico SISVAR (12).

Experimento em campo

O experimento foi conduzido no periodo de setembro de 2008 a
janeiro de 2009, em vinhedo comercial da cv. Isabel, localizado no
municipio de Guarapuava-PR, com as seguintes coordenadas
geogréficas: 25° 23'26"” Se 51° 27' 15" O, altitude de 1.120 m. O solo
foi classificado como Latossolo bruno distroférrico tipico, textura
muito argilosa (11). As plantas eram enxertadas sobre porta enxerto
‘1103 Paulsen’, conduzidas em sistema de espaldeira, com
espacamento 2,5 x 2,0m.

Os tratamentos consistiram das seguintes concentracdes de
quitosana: 0, 20, 40, 80 e 160 mg L*, além do tratamento padrdo com
calda bordalesa, por ser um vinhedo conduzido em sistema organico. As
pulverizacGes foram realizadas semanalmente com pulverizador manual
até o ponto de “gotejamento”, nas horas mais frescas do dia, a partir do
inicio da brotagdo em 10/09/2008, perfazendo um total de 14 aplicacdes.
O delineamento experimental foi em blocos ao acaso contendo cinco
tratamentos e cinco repeticdes, sendo cada planta uma repeticéo.
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Com o aparecimento dos primeiros sintomas, a severidade do
mildio e da antracnose da videira foi avaliada em trés folhas do apice
de dois ramos por planta, previamente identificadas, utilizando-se
uma escala diagramatica com notas de um a doze que correspondem de
0% a 100% da é&rea foliar lesionada (2). Com os dados da severidade
foi determinada a area abaixo da curva de progresso das doencas
(AACPD), segundo Campbell & Madden (9). No total foram realizadas
cinco avaliagbes com intervalos de sete dias.

Todos os resultados foram submetidos & anélise de variancia e
quando significativo realizou-se a comparagdo de médias pelo teste de
Tukey e analise de regressdo polinomial ao nivel de 5% probabilidade,
através do programa estatistico SISVAR (12).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teste in vitro

Para o teste in vitro, verificou-se reducdo no crescimento micelial
de E. ampelina em fun¢do das concentragdes de quitosana, com
significancia para regressdo quadratica nas avaliacdes as 48, 96, 144 e
192 horas ap6s incubagdo (Figura 1). Notou-se que na concentracdo
de 160 mg L* houve maior efeito fungistatico, reduzindo em 57% o
desenvolvimento de E. ampelina quando a avaliagdo foi realizada 192
horas apds a incubacgdo. Resultados semelhantes foram obtidos por
Mufioz et al. (14) que verificaram que quitosana a 2% reduziu o
crescimento micelial de Colleotrichum sp. em 63%. Di Piero & Garda
(10) observaram reduc¢do do crescimento micelial do fungo
Colletotrichum lindemuthianum, a partir de 1 mg L? de quitosana
colocada em meio BDA. Liu et al. (13) verificaram total inibicdo do
crescimento micelial de B. cinerea quando utilizou 5% de quitosana.

Teste de germinagéo

Nos ensaios realizados para a verificacdo da germinacdo, houve
efeito quadratico em funcdo das doses de quitosana para ambos 0s
fungos. A maior dose (160 mg L?) reduziu a germinagéo de esporos de
E. ampelina em aproximadamente 98%, 12 e 24 horas ap6s incubacao,

ndo havendo diferenca da quitosana em relagdo aos tratamentos com
mancozeb e calda bordalesa (Figura 2). Para P. viticola, na maioria das
avaliacOes, as concentragfes de 80 e 160 mg L™ ndo diferiram dos
tratamentos com calda bordalesa e mancozeb (Figura 3), exceto na
Gltima avaliagdo em que a calda bordalesa apresentou maior reducéo
de germinacéo de esporos em relagdo aos tratamentos com quitosana.

Propriedades fungicidas da quitosana foram relatadas para outros
fitopatdégenos. Ben-Shalom et al. (6) observaram que a quitosana a 50
pg L inibiu a germinacédo de esporos e reduziu a elongagéo do tubo
germinativo de B. cinerea, enquanto que a dose de 100 pg L™ reduziu
em 75% a germinagdo de uredosporos de Puccinia arachidis, agente
causal da ferrugem do amendoim (22). Liu et al. (13) verificaram a
total inibicdo da germinag&o de esporos quando utilizaram 0,5 e 1% de
quitosana, para Penicillium expansum e B. cinerea, respectivamente.

De acordo com Benhamou (5), possivelmente este mecanismo de
acdo da quitosana é devido ao seu alto peso molecular e as suas cargas
positivas, as quais interferem com os residuos carregados negativamente
das macromoléculas expostas sobre a superficie celular fangica e,
modificam a permeabilidade da membrana plasmética, levando a
degeneracdo e morte do patdgeno. No entanto novos testes deverdo
ser realizados para a confirmagdo da hip6tese.

Experimento em campo

Para os resultados da AACPD, houve efeito quadratico em fungdo
das concentraces de quitosana para antracnose, sendo que as maiores
doses de quitosana (80 e 160 mg L) apresentaram um decréscimo de
aproximadamente 93 e 81%, respectivamente, ndo diferindo do
tratamento com calda bordalesa (Figura 4). Para mildio, houve efeito
linear negativo em funcédo das concentra¢des de quitosana, sendo que
as concentracdes de 40, 80 e 160 mg L* apresentaram um decréscimo
de aproximadamente 52, 76 e 81%, respectivamente, ndo diferindo do
tratamento com calda bordalesa (Figura 5). Aziz et al. (3) obtiveram
resultados semelhantes, quando verificaram que oligdmeros da quitosana
na concentragdo de 200 pg mL™ pulverizado isoladamente ou em
combinagdo com sulfato de cobre (CuSO,) a 50 ug mL* sobre folhas
de videira cv. Chardonnay, reduziram a severidade de P. viticola em
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71% e 85%, respectivamente. Do mesmo modo, Di Piero & Garda
(10), avaliando o controle da antracnose em feijoeiro-comum com
0 uso de diferentes doses de quitosana, verificaram redu¢do da
severidade da doenga em torno de 70%, quando se utilizou 9 mg de
quitosana por planta, quatro dias antes da inoculag¢do de C.
lindemuthianum. Estes resultados sugerem um efeito da quitosana
na interagdo patdgeno-hospedeiro, através da agdo direta sobre o
desenvolvimento do patégeno (16).

Além do efeito fungistatico, a quitosana também tem o potencial
de ativar enzimas (4) e compostos fenélicos (5) relacionadas com o
mecanismo de defesa das plantas. Trabalhos realizados por Vander
et al. (28) demonstraram que a quitosana pode induzir a atividade
da enzima FAL (fenilalanina aménia liase) e a producgéo e acimulo
de fitoalexinas em milho e videira, o que também foi comprovado
por Romanazzi et al. (20) em videiras. Aziz et al. (3) obtiveram a
méxima inducdo na atividade das enzimas quitinase e -1,3-glucanase
quando utilizou 300 pg mL " de oligdmeros de quitosana em videiras
cv. Chandonnay.

Com base nos resultados obtidos, a quitosana, substancia
natural, biodegradavel, ndo toxica, pode inibir diretamente os fungos,
P. viticola e E. ampelina, in vitro, como também reduzir a severidade
das doengas em campo, tornando-se uma substancia promissora no
controle de fitopatdgenos, principalmente para sistema organico
de cultivo. Assim, este polimero pode substituir a utilizagdo de
fungicidas sintéticos, diminuindo o impacto ambiental, sem causar
danos a sade humana. Novos experimentos deverdo ser conduzidos
para melhor entendimento da acdo da quitosana sobre os patégenos
estudados.
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