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RESUMO

Camili, E. C.; Benato, E. A.; Pascholati, S. F.; Cia, P. Avaliacao de quitosana, aplicada em po6s-colheita, na protegdo de uva ‘Italia’ contra

Botrytis cinerea. Summa Phytopathologica, v.33, p.3, p.215-221, 2007.

Perdas significativas ocorrem durante o armazenamento e a
comercializagdo de uvas de mesa devido, principalmente, a ocorréncia
do mofo cinzento (Botrytis cinerea Pers.:Fr.) e, para o controle de
patégenos emprega-se, geralmente, o dioxido de enxofre (SO,). Diante
da restricdo crescente ao uso de produtos quimicos em pods-colheita,
tem ocorrido consideravel interesse em métodos alternativos de
controle. Este trabalho teve como principal objetivo avaliar os efeitos
da quitosana, na prote¢do pos-colheita de uva ‘Italia’ contra B. cinerea.
In vivo, avaliou-se o efeito direto e indireto da quitosana pelo
tratamento dos cachos de uva, antes e apds a inoculagdo com o
patogeno. Utilizou-se quitosana nas concentragdes de 0,00; 0,25;
0,50; 1,00; 1,50 e 2,00 % (v/v). Para inoculagdo, em 10 bagas de cada
cacho de uva foram feitos ferimentos de £2 mm de profundidade,

procedendo-se em seguida, a aspersdo da suspensdo de conidios (+10°
conidios.mL™") de B. cinerea. Apds os tratamentos, os cachos foram
mantidos a 251 °C / 80-90 % UR e avaliados diariamente quanto a
incidéncia e severidade da podriddo. Avaliagdes in vitro do efeito do
produto sobre o patogeno também foram realizadas analisando-se o
crescimento micelial e a germinacdo dos conidios de B. cinerea. A
solucdo de quitosana, nas concentragdes de 1,5 e 2,0 % (v/v), quando
empregada apds a inoculagdo com B cinerea, reduziu
significativamente o indice de doenca no entanto, quando os cachos
foram tratados antes da inoculagdo, ndo houve efeito significativo do
tratamento sobre o desenvolvimento da doenga. Nos ensaios in vitro, a
solugdo de quitosana, nas maiores concentragdes, suprimiu o crescimento

micelial do patégeno e retardou a germinacdo dos conidios.

Palavras-chave adicionais: Vitis vinifera L., mofo cinzento, inducao de resisténcia, controle.

ABSTRACT

Camili, E. C.; Benato, E. A.; Pascholati, S. F.; Cia, P. Evaluation of chitosan on postharvest protection of ‘Italia’ grapes against Botrytis

cinerea. Summa Phytopathologica, v.33, p.3, p.215-221, 2007.

Significant losses of table grapes are seem during storage and
marketing due mainly to the occurrence of gray mold (Botrytis
cinerea Pers.:Fr.), whick has been frequently controlled by using
sulfur dioxide (SO,). Due to increase in restrictions on the
postharvest use of chemical products, considerable interest in
alternative control measures has arise. The main objective of this
study was to evaluate the effects of chitosan in ‘Italia’ grapes,
aimed at post-harvest protection against B. cinerea. The direct and
indirect effects of chitosan were evaluated in vivo by treating
bunches of grapes before and after inoculation with the pathogen.
Chitosan was used in the concentrations of 0.00; 0.25; 0.50; 1.00;
1.50 and 2.00 % (v/v). For inoculation, 10 grapes in each bunch

were injured by piercing the grape to a depth of +2 mm, followed
spraying with B. cinerea conidia (= 10° conidia.mL"). After the
treatments, the bunches were kept at 25+1°C/80-90% RH. Disease
incidence and severity evaluations were carried out daily. /n vitro
evaluations regarding the effect of the product were also carried
out based upon mycelial growth and germination of B. cinerea
conidia. When applied after inoculation with B. cinerea, 1.5 and
2.0 % (v/v) solutions of chitosan significantly reduced the
occurrence of the disease, although when applied before inoculation
there was no significant effect on the development of the disease.
The higher concentrations of chitosan suppressed mycelial growth
of the pathogen and delayed conidium germination.

Additional keywords: Vitis vinifera L., gray mold, induced resistance, control.
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O desenvolvimento de fungos durante o armazenamento e
transporte de uvas de mesa é a maior causa de perdas pos-colheita,
sendo Botrytis cinerea Pers.:Fr., agente causal do mofo cinzento, o de
maior incidéncia (4). B. cinerea causa perdas de importancia econdmica,
ndo apenas na pré-colheita, mas também durante o transporte e
armazenamento, portanto, por mais eficiente que seja o tratamento
fitossanitario efetuado no campo, o mesmo ndo ¢ suficiente para dispensa-
lo na pos-colheita. Na pos-colheita importantes medidas de controle
incluem manuseio cuidadoso, resfriamento répido e uso de SO,, aliados ao
armazenamento refrigerado, sob temperaturas proximas a 0°C. Porém,
alternativas ao SO, sdo necessdrias, principalmente devido ao sulfito ser
alérgico para algumas pessoas (18), e o mesmo estar sendo banido ou
restrito para uso em certos produtos de origem vegetal.

A énfase em protecao de frutos pos-colheita contra podriddes tem
sido desviada do uso de produtos quimicos para varias técnicas
alternativas de controle, que garantam a seguranga do produto e que
ndo coloque em risco a satide dos consumidores, minimizando ou
substituindo o uso de fungicidas e, prolongando o periodo de
conservagao dos frutos.

A atividade antimicrobiana de substancias naturais bioativas como
a quitina, quitosana e seus derivados contra diferentes grupos de
microrganismos, tais como, bactérias, leveduras e fungos tem recebido
aten¢o nos ultimos anos (25). O tratamento de frutos com quitosana,
um polissacarideo catiénico de alto peso molecular, soltivel em acidos
organicos, tem se mostrado promissor no controle de doengas em pos-
colheita de frutos (11, 16), por apresentar atividade antifingica contra
varios patogenos, inclusive B. cinerea (2,7, 21, 23, 24).

A quitosana pode exercer dupla fun¢do, interferindo diretamente
no desenvolvimento do patdgeno e ativando varias respostas de defesa
no tecido vegetal (1, 9, 10). Quanto as propriedades fungistatica e
fungicida contra patogenos de varios frutos e hortaligas, a quitosana
possui diferentes mecanismos de a¢do que incluem o acumulo de
quitinase, sintese de inibidores de proteinase, lignificagdo, indugdo da
sintese de calose (9, 10), e eliciagdo da producdo de fitoalexinas e
peroxido de hidrogénio (1, 7). Ainda, a quitosana pode induzir a
atividade da fenilalanina amonia-liase (FAL) (17, 23). Devido a sua
habilidade de formar um filme semi-permeavel, pode modificar a
atmosfera ao redor do produto e diminuir as perdas por transpira¢do
e desidratagdo dos frutos (7, 16, 21, 29), além de atrasar o
amadurecimeto e o escurecimento enzimatico de alguns frutos (16, 20,
29). Testes realizados com animais domésticos demonstraram que a
quitosana é um produto atoxico e biologicamente seguro (7, 29).

A expressdo de barreiras estruturais pelo tecido do hospedeiro
ap0s o tratamento com quitosana pode restringir a expansdo do
patdégeno invasor, bem como, atrasar a retomada de desenvolvimento
de infecgdes quiescentes. Em geral, muitas doengas pds-colheita
originam de infecg¢des quiescentes que se tornam ativas com o declinio
do potencial biossintético do tecido em produzir compostos
antimicrobianos (10).

Estudos demonstraram que a aplicagdo de quitosana (1,0 ou
1,5 %) reduziu significativamente a podriddo de B. cinerea em morangos
armazenados por 21 dias a 13 °C sem diferenca significativa entre os
tratamentos com quitosana e com o fungicida iprodione. Além de induzir
a atividade das enzimas quitinase e 3-1,3-glucanase, o tratamento com
quitosana manteve os frutos mais firmes e diminuiu a taxa de respiragéo
dos mesmos durante o armazenamento por 21 dias a 4 °C (7).

Ainda em morangos, a pulverizagdo das plantas com a
concentra¢do de 6 g.L'! de quitosana, protegeu os frutos do mofo
cinzento em pds-colheita e atrasou a senescéncia, mantendo a qualidade
dos frutos a um nivel aceitavel durante quatro semanas de
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armazenamento a 3 °C (21). Além disso, os tratamentos com quitosana
mantiveram os frutos mais firmes e a taxa de desenvolvimento de
antocianinas foi menor. Os autores sugerem que o controle da doenga
pode ser atribuido a propriedade fungistatica da quitosana e sua
habilidade em induzir enzimas de defesa e fitoalexinas nas plantas, ou
ainda, a combinag¢ao desses fatores (21).

Bautista-Bafios et al. (2) obtiveram controle do fungo
Colletotrichum gloeosporioides, causador da antracnose em mamao,
tanto in vitro como in vivo. Nos frutos, a aplicacdo de solugdo de
quitosana a 1,5 % antes da inoculagéo, reduziu significativamente a
doenga, porém, quando os frutos foram inoculados antes do tratamento
nenhuma diferenca significativa foi observada e, a incidéncia foi alta
em todos os tratamento (acima de 95 %). In vitro, quitosana acima de
2,5 % inibiu completamente o crescimento micelial do patdgeno e a
1,5 % causou alteragdes morfoldgicas nos conidios do fungo.

A pulverizagdo de plantas de pepino com solug@o de quitosana a
1, 4 ou 24 h antes da inoculagdo com B. cinerea, reduziu a incidéncia
do mofo cinzento em 65 %, 82 % e 87 %, respectivamente. Entretanto,
a pulverizagdo de quitosana nas folhas 1 h apds a inoculagido com o
patoégeno, diminuiu apenas 52 % do mofo cinzento (3). Os autores
concluiram que, embora um duplo modo de agéo esteja envolvido no
controle da incidéncia da podridao, a atividade antifingica da quitosana
foi o fator essencial no controle da doenga. Estes resultados sugerem
que, uma vez estabelecido no tecido, o controle do patéogeno com
quitosana se torna mais dificil.

Romanazzi et al. (23) obtiveram redugéo significativa do mofo
cinzento em uva ‘Italia’ tratada com solug@o de quitosana (1 %) na
pos-colheita, tanto em uvas armazenadas sob temperatura ambiente
(+22 °C) como em uvas mantidas sob refrigeragao (+ 0 °C). A aplicacédo
de quitosana na pré-colheita, em todas as concentracdes testadas (1,0;
0,5 e 0,1 %) reduziu significativamente o mofo cinzento na pos-
colheita. A atividade da FAL na epiderme das bagas de uva 24 ou48 h
apos o tratamento com quitosana a 1,0 % foi duas vezes maior do que
nas bagas nio tratadas. Assim, o efeito inibitorio da quitosana ao B.
cinerea parece originar da combinacédo da propriedade antifiingica e da
habilidade de estimular respostas de defesa nas bagas de uva.

O uso de filmes e coberturas comestiveis para estender o periodo
de conservacio e manter a qualidade de frutos frescos, congelados ou
processados, tem sido evidenciado durante os tltimos anos, devido a
sua natureza biodegradavel e segura, comparado com o sulfito (25).
Assim, a quitosana, por ser um produto comestivel, exibindo potencial
para ser utilizado como um material de cobertura antifingico para
frutos na pos-colheita (9).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da quitosana na
protegdo pos-colheita de cachos de uva ‘Italia’, contra o mofo cinzento
causado por B. cinerea e, seu efeito sobre o desenvolvimento do
patdgeno in vitro.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados nos laboratérios de Tecnologia Pos-
Colheita do Instituto de Tecnologia de Alimentos — ITAL.

Obtencdo de isolados de Botrytis cinerea

Para a obtengdo do patdogeno B. cinerea, foram realizados
isolamentos a partir de uvas provenientes de diferentes regides
produtoras do estado de Sdo Paulo. Para conservagao dos isolados,
utilizou-se tubos de cultura com meio de cultivo Batata Dextrose Agar
(BDA) mais 2 mL de 6leo mineral Nujol ou dgua destilada esterilizada
em frascos de penicilina (método de Castellani) (12, 27).
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Inoculacio de Botrytis cinerea em cachos de uva ‘Italia’

Para inoculag@o, em 10 bagas de cada cacho foram feitos ferimentos,
de aproximadamente 2 mm de profundidade, com o auxilio de uma
seringa de cromatografia (28). Apds o ferimento, os cachos foram
inoculados por aspersao de suspensdo de conidios na concentragdo de
+10° conidios.mL"!, determinada pela contagem em hemocitometro,
com adigdo de Tween 20 na propor¢do de uma gota para 100 mL da
suspensdo, de acordo com metodologia descrita por Romanazzi et al.
(23) e Thomas et al. (26), com modificacdes.

Tratamento dos cachos de uva ‘Itdlia’ com soluciio de quitosana

Para avaliacdo do efeito direto da quitosana sobre o desenvolvimento
de B. cinerea, os cachos de uva foram inoculados com o patégeno e,
apos 4 h, aspergidos com diferentes concentragdes de solucdo de
quitosana (2,0; 1,5; 1,0; 0,5; 0,25 ou 0,0 %) e, em seguida, os
cachos foram dispostos sobre papel absorvente para retengdo do
excesso de umidade e secagem sob ventilagdo (Ensaio 1).
Posteriormente, com o objetivo de avaliar o potencial da quitosana
na indugao de resisténcia, cachos de uva foram ou nao, aspergidos
com solugdo de quitosana (1,5 %) e, inoculados apds 24, 48, 72 ou
96 h com o fungo B. cinerea (Ensaio 2).

Utilizou-se quitosana (fornecida pela empresa Cyrbe do Brasil,
Sumaré/SP) extraida em acido acético e diluida em agua até a
concentragdo de 2 %, com pH de 4,4. O produto apresentando alta
viscosidade foi diluido em agua destilada esterilizada para obtencdo
das concentracdes desejadas.

No ensaio 1, os cachos que haviam sido inoculados quatro horas
antes do tratamento, foram acondicionados em caixas de papeldo e
mantidos a 25+1 °C / 80-90 % UR, por um periodo de seis dias. No
ensaio 2, os cachos também acondicionados em caixas de papeldo
permaneceram a 1+1 °C/ 85-95% UR até o momento do tratamento,
sendo posteriormente transferidos para cdmara de armazenamento a
2541 °C/80-90 % UR e, apds 24, 48, 72 ou 96 h inoculados com B.
cinerea, retornando as mesmas condi¢des por mais quatro dias para
avaliac@o da doenga.

Avaliagdes de incidéncia e severidade (escala de notas) foram
realizadas diariamente nas 10 bagas inoculadas de cada cacho. A escala
de notas adotada para avaliacdo da severidade da doenga varioude 1 a
6, com base na area da lesdo, correspondendo, aproximadamente, a 2,
5, 10, 20, 30 e 50 % da area da baga lesionada, respectivamente. Os
resultados foram expressos em indice de doenga calculado através da
formula: ID (%) = {[(n x1)+...+(nx6)] x (6xN)'} x 100, onde,n, =
n° de bagas infectadas com a respectiva nota e N = n° total de bagas
inoculadas. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, no ensaio 1 e, fatorial (2x4), representados por tratamento
e intervalo de tempo entre o tratamento e a inoculag@o, no ensaio 2;
com 10 repeti¢des e um cacho de uva como unidade experimental. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade. Para efeito
de analise estatistica, as médias resultantes da avaliagio fitopatologica
foram transformadas em A/ x+0,5. Além da comparagdo de médias,
analises de regressdo polinomial foram feitas para se verificar a relagdo
entre dose e indice de doenga (13).

Testes in vitro

Com o objetivo de avaliar o efeito da quitosana na germinagao de
conidios de B. cinerea, placas de poliestireno contendo meio de cultivo
Agar-Agua (AA) foram divididas em quatro quadrantes. Cada um
destes recebeu uma gota (30 mL) de suspensdo de conidios (+10°
conidios.mL"), adicionada de solucdo de quitosana nas proporgdes de
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0,0; 0,25;0,5; 1,0; 1,5 ou 2,0 %. Na avaliacdo, contou-se 50 conidios
por quadrante, pela observagao em microscopio optico. Foi considerado
germinado quando o tubo germinativo apresentava tamanho igual ou
superior ao maior didmetro do conidio (9, 19).

Para avaliagdo do produto no crescimento micelial do fungo,
quitosana foi incorporada em meio de cultivo BDA acrescido de
antibiotico oxitetraciclina (50 ug.mL") a 45 °C, nas proporg¢des de 0,0;
0,25; 0,5; 1,0; 1,5 ou 2,0 %. Apds solidificagao do meio, cada placa
recebeu, na parte central, um disco de 3 mm de didmetro contendo
micélio de B. cinerea, retirados da borda de colonias provenientes de
culturas com trés dias de cultivo. O crescimento micelial de B. cinerea
foi determinado diariamente, medindo-se o didmetro da colonia em
dire¢des ortogonais, até o momento em que as colonias do tratamento
testemunha atingiram a borda da placa (2, 9).

Para os ensaios de germinag@o dos conidios ou crescimento do
micélio, as placas, uma como unidade experimental, foram mantidas a
+ 22 °C sob alternancia de luz de 12 h. Para ambos os ensaios, 0
delineamento foi inteiramente casualizado com cinco e nove repeti¢oes
por tratamento no primeiro e segundo ensaios, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tratamento pos-inoculacio (Ensaio 1)

As diferentes concentracdes de quitosana, quando aplicadas
4 h apos a inoculagdo dos cachos de uva, foram eficientes em
reduzir o indice de doenca causado por B. cinerea (Figura 1).
Nota-se que, com exce¢do da concentragdo de 0,25 % de
quitosana, de um modo geral, as demais reduziram o indice de
doenga comparados aos indices obtidos em cachos néo tratados;
sendo observados os menores valores de ocorréncia de podridao
nos cachos tratados com 1,5 ¢ 2,0 % de quitosana ao longo dos
dias de avaliacdo. Nos quatro primeiros dias de armazenamento,
as doses de 1,5 ¢ 2,0 % diferiram significativamente da
testemunha, sendo esta diferenga menos acentuada nos dois
ultimos dias de avaliagdo.

El Ghaouth et al. (7) ndo verificaram qualquer efeito adicional no
controle de B. cinerea em morangos com 0 aumento na concentragao
de quitosana de 1,0 % para 1,5 %. Como a quitosana tem a capacidade

Y =17.77-4.18X R*=0,89 (2 dias)
Y =38.99-9 16X R*=091(3 dias)
Y =70,28-16.25X R*=0.93 (4 dias)
Y =90.24-11,95X R*=0,77 (5 dias)
100 - . Y =95 86-9 43X R*=0.82 (6 dias)
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] > *

Coneentragdes de Quitosana (%o)
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Figura 1. indice de doenga (%) em cachos de uva ‘Italia’, inoculados com
Botrytis cinerea, em funcdo das concentragdes de quitosana, a 25 °C. Média
de dez repetigdes.
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de inibir o crescimento de varios fungos, induzir a produgdo de
quitinase e eliciar a produgdo de fitoalexinas no tecido do hospedeiro,
os autores sugeriram que o controle da doenga em morangos podia ser
devido a propriedade fungistatica da quitosana ou pela sua habilidade
de induzir enzimas de defesa (quitinase e 3-1,3-glucanase) e fitoalexinas,
ou a combinagdo de mais de um modo de agdo. Os mesmos autores
em 1992, também trabalhando com morango, niao obtiveram redugao
adicional nas doencas causadas por B. cinerea e R. stolonifer quando
a concentracdo de quitosana passou de 10 para 15 mg.mL"". Neste
caso, os autores afirmaram que o controle da doencga parecia estar
mais relacionado a propriedade fungistatica da quitosana do que a
sua habilidade de induzir enzimas de defesa tais como quitinase,
quitosanase e B-1,3-glucanase, tendo em vista que estas enzimas
nao foram ativadas (9).

O aumento na concentragao de quitosana de 1,0 para 1,5 % resultou
em menor perda de massa e cor, menor taxa respiratoria, enrugamento
e ataque de fungos, especificamente B. cinerea, Erwinia e Alternaria
em pimentdes e pepinos mantidos a 13 e 20 °C (8).

Embora nio tendo sido avaliada, sabe-se que uma das principais
causas de perdas de uvas de mesa na pods-colheita advém da sua
alta suscetibilidade a desidratacdo (14), principalmente quando
armazenadas por longos periodos. Neste sentido, El Ghaouth et al.
(8) mostraram que pimentdes e pepinos tratados com 1,0 e 1,5 %
de quitosana apresentaram menor perda de massa quando
armazenados a 13 ou 20 °C. Conseqiientemente, o emprego de
quitosana em cachos de uva visando o controle de B. cinerea e a
desidratagdo dos cachos apresenta-se como uma medida
promissora, pois, ambos podem aumentar as perdas qualitativas e
quantitativas desta fruta em pos-colheita.

Cachos de uva tratados com quitosana nao apresentaram qualquer
sintoma aparente de fitotoxicidade, como observado por outros autores
em morangos, péras, kiwis, pimentdes (6, 7, 10). Cachos de uva
tratados com as maiores concentragdes de quitosana mostraram-se

brilhantes (Figura 2); o mesmo foi observado por Romanazzi et al.
(23), também em uva ‘Italia’.

Pelo fato das maiores concentragdes apresentarem os melhores
resultados de controle da doenga, optou-se por utilizar a solu¢ao de
quitosana no segundo experimento (tratamento-inoculagdo) na
concentragdo de 1,5 %.

Figura 2. Cachos de uva ‘Italia’ tratados com solugdo de quitosana a 2,0
% (B) e testemunha (A). Escala — 1:1.

Tratamento pré-inoculacio (Ensaio 2)

Observando-se a Tabela 1, constata-se que os fatores intervalo de
tempo entre o tratamento e a inoculag@o e tratamento com ou sem
quitosana, ndo exerceram influéncia significativa sobre o indice de
doenga causada por B. cinerea. De maneira geral, no decorrer dos dias
de avaliagdo nota-se, embora ndo significativa, redu¢@o no indice de
doenga em cachos tratados com solugdo de quitosana 24 ou 48 h antes

Tabela 1. indice de doenca (%) em cachos de uva ‘Italia’ tratados com solugdo de quitosana (1,5 %) e inoculados com Botrytis cinerea, armazenados

a 25+1 °C / 80-90 % UR.

Dias de Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagio”
Armazenamento Tratamentos 24 h 48 h 72 h 96 h Média
Com Quitosana 8,00 4,67 6,50 5,00 6,042
2 Sem Quitosana 8,17 6,33 7,50 4,67 6,67a ™%
Média 8,08 A 5,50 A 7,00 A 4.83A
1n.s.
C.V. (%) 64,45
24 h 48 h 72 h 96 h Média
Com Quitosana 23,50 17,00 24,50 16,67 20,42 a
3 Sem Quitosana 24,17 19,83 23,67 14,50 20,542 ™
Média 23,83 A 18,42 A 24,08 A 15,58 A
sk
C.V. (%) 50,20
, 24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Quitosana 50,67 39,33 53,83 39,83 45,92 a
4 Sem Quitosana 56,00 46,00 52,17 36,50 47672 0
Média 53,33 A 42,67 A 53,00 A 38,17 A
sk
C.V.(%) 40,77

" Média de dez repeticdes. Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e, minusculas na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).
Significancia do teste / da analise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre indice de doenca, n.s. = néo significativo; *, ** =significativoa 5 ¢ 1 % de probabilidade, respectivamente.

Interagdo = n.s., para todos os dias de armazenamento.
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da inoculagdo com o patégeno, porém quando inoculados 72 ou 96 h
apos o tratamento, o indice de doenga em cachos tratados foi maior do
que nos nao tratados com solugdo de quitosana.

Em magis, Capdeville et al. (5) constataram o efeito positivo das
concentragdes de 1 e 2 % de quitosana no controle do mofo azul
(Penicillium expansum), quando os frutos foram tratados 48 ou 96 h
antes da inoculagéo.

Ben-Shalom et al. (3) obtiveram redugo de 65 % na incidéncia de
mofo cinzento (B. cinerea) em plantas de pepino tratadas com quitosana
1 h antes da inoculag@o com o patdgeno.

Com base nos resultados obtidos nos dois ensaios, inoculagdo
antes ou apds o tratamento com quitosana, é possivel inferir que a
solucdo de quitosana teve maior efeito curativo do que protetor em
uva ‘Italia’ contra B. cinerea, em vista de sua maior eficiéncia quando
aplicada ap6s a inoculag@o com o patogeno.

Efeito da solucio de quitosana in vitro na germinacgio de conidios
e no crescimento micelial de Botrytis cinerea

Tem-se conhecimento que quitosana interfere no crescimento de
varios fungos fitopatogénicos, incluindo B. cinerea (10). O crescimento
micelial de B. cinerea foi completamente inibido pelas concentragdes
de quitosana de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 % durante o periodo de incubacdo de
cinco dias a 22+1 °C, enquanto que, no decorrer do experimento,
notou-se que no meio acrescido de 0,25 % de quitosana o fungo B.
cinerea formou col6nias compactas com micélio aéreo crescendo
verticalmente e, 0 mesmo patdogeno crescendo em meio nao acrescido
de quitosana (testemunha) formou colonias amplas, as quais aderiram
a superficie do meio (Figura 3). A mesma caracteristica de crescimento
foi observada para o patdogeno Mucor racemosus crescido em meio
suplementado com 1 g.L! de quitosana (22) e, para B. cinerea ¢ R.
stolonifer crescidos nas concentragdes de quitosana maiores que 1,5
mg.mL" (9). A diferenga qualitativa na morfologia das colonias de B.
cinerea crescidas com ou sem quitosana em meio BDA sugerem que o
microrganismo procurou crescer longe da superficie na tentativa de evitar
o contato direto com o efeito toxico da quitosana. Com base nas
observacdes deste e de outros trabalhos (22), pode-se inferir que a atividade
antimicrobiana da quitosana contra fungos pode ser melhorada pelo maior
contato entre o produto e o microrganismo ao qual pretende-se controlar.

Resultados obtidos por Roller e Covill (22), onde meio de cultura
acrescido de 2 g.L! de quitosana foi exposto a 121 °C por 10, 15,
20, 25 ou 30 min, sugerem que a atividade antimicrobiana da

Figura 3. Crescimento micelial de Botrytis cinerea em meio BDA, apos
cinco dias de incubagdo a 22+1 °C. Placas superiores, sem adigdo de quitosana
e; placas inferiores, meio BDA acrescido de 0,25 % de quitosana. Escala — 1:1.

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 33, n. 3, p. 215-221, 2007

quitosana ndo foi afetada pelo processo de autoclavagem do meio por
até 30 min.

Quanto aos efeitos da quitosana na germinagao dos conidios, notou-
se que conidios suspensos apenas em agua destilada esterilizada
(testemunha) germinaram apo6s 8 h de incubagdo a 22+1 °C. Por sua
vez, nos tratamentos com quitosana, independente da concentragio,
os conidios germinaram ap6s 24 h. Embora sendo considerados
germinados, pode-se observar que os conidios submetidos a solugo
de quitosana apresentaram hifas atrofiadas, mais espessas e muitas
vezes com ramificacdo excessiva (Figura 4).

Estudos mostram que sob concentracdo relativamente baixa (20
a 30 ug.mL™), a quitosana causou inibigao de 50 % na germinagio de
conidios de B. cinerea e, quase total inibigao foi observada a 50 pg.mL"!
(3). Assim como mostrado neste trabalho, Ben-Shalom et al. (3) também
observaram que a quitosana reduziu a elongagdo do tubo germinativo.

Quitosana inibiu a germinag¢do de esporos e o crescimento micelial
de B. cinerea e R. stolonifer. Completa inibi¢do, todavia, nio foi obtida
com a concentra¢do de 6 mg.mL"!, indicando que o modo de agdo da
quitosana ¢ mais fungistatico do que fungicida (9). R. stolonifer

Figura 4. Efeito da solug¢do de quitosana na germinacdo de conidios de
Botrytis cinerea, 24 h ap6s o tratamento com 1,5 % de quitosana (A) e
testemunha (B). Escala — 1:20. Co = conidio; Tg = tubo germinativo.
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mostrou-se mais sensivel do que B. cinerea a quitosana e, concentragoes
maiores que 1,5 mg.mL"! induziram mudangas morfoldgicas em R.
stolonifer, caracterizadas pela excessiva ramificagdo das hifas (9),
indicando que o efeito da quitosana pode variar com o fungo.

Quitosana a 2,0 e 3,0 % exerceu efeito fungicida contra C.
gloeosporioides. Mudangas morfologicas nos conidios foram
observadas com a concentragdo de 1,5 % de quitosana apos 7 h de
incubag@o (2). Por sua vez, o exame do tecido de pimentdes tratados
com quitosana e inoculados com B. cinerea revelou que as células do
patéogeno apresentavam varios graus de desorganizagdo, desde
vacuolizagdo até completa desintegracdo do protoplasma (11).

Zygosaccharomyces bailii foi exposta a duas concentragdes de
quitosana (5,0 € 0,5 g.L") sob temperatura ambiente para verificacdo
de mudangas morfologicas. Na presenga de 5,0 g.L!' de quitosana, a
levedura apresentou evidéncias de plasmolise dentro dos primeiros 45
s de exposicdo a quitosana e este efeito permaneceu inalterado nos 60
min seguintes. Quando expostaa 0,5 g.L! de quitosana, similar reacdo
foi observada, mas, apds 10 min uma pequena propor¢ao da levedura
demostrou reagao de desplasmolise e retomou sua aparéncia normal.
Isto evidencia que, sob baixas concentragdes os efeitos antifungicos
da quitosana foram reversiveis (22). De acordo com Hirano e Nagao,
(15), o aumento na concentracdo deste composto resulta em aumento
no grau de inibi¢do do crescimento de fitopatdgenos.

A quitosana pode ligar-se ao DNA e a inibicdo da sintese de mRNA
ocorrer via penetracdo do produto no nicleo do microrganismo,
interferindo também com a sintese de proteinas (25). O mecanismo de
inibigdo do crescimento de patéogenos pela quitosana difere do
mecanismo utilizado pelos fungicidas sintéticos (15). O crescimento
micelial e a morfologia dos conidios neste e em outros trabalhos, com
diferentes fungos, foram afetados pela quitosana, indicando que este
produto atua em varios estadios de desenvolvimento dos patégenos,
inclusive de B. cinerea.

Baseado nos resultados dos estudos in vitro e, no primeiro ensaio
in vivo, inoculagao seguida de tratamento com quitosana, ressalta-se a
inibi¢do do mofo cinzento em uva como fungdo da propriedade
fungistatica da quitosana, sendo que suas propriedades eliciadoras
requerem mais estudos.

Embora os resultados com a aplicacdo de quitosana em pds-colheita
para o controle de B. cinerea em uva tenha apresentado resultados
promissores, pela caracteristica quiescente do patdogeno e pelas
desvantagens de se molhar os cachos na pos-colheita, novas pesquisas
deverio juntar-se a de Romanazzi et al. (23) para avaliar o efeito da
aplicagdo de quitosana no campo sobre o desenvolvimento do B. cinerea
em pos-colheita de uvas de mesa, em escala comercial.
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