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RESUMO

PEREIRA, Vanessa Foresti. Fosfitos no manejo do mildio da videira: eficacia
e modo de acdo. 2009. 69 p. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras'.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar produtos
alternativos, a base de extratos vegetais, manano-oligossacarideos fosforilados,
fosfitos € ASM na protecdo da videira contra o mildio, bem como a influéncia
destes na qualidade de uvas da cultivar Merlot, além de avaliar fosfitos de
potassio e acibenzolar-S-metil, no efeito toxico direto a Plasmopara viticola, e
na ativagdo das enzimas de defesa peroxidase, polifenoloxidase, quitinase, [3-
1,3-glucanase e nos teores de fenois soluveis totais e de lignina. Os fosfitos
testados, no campo, em folhas e cachos proporcionaram protecdo do mildio da
videira semelhante ao tratamento com fungicidas, ndo afetando a qualidade
analitica das bagas. Os tratamentos baseados em manano- oligossacarideos
fosforilados, acibenzolar-S-metil e extratos vegetais ndo foram eficazes no
controle do mildio e também nao influenciaram na qualidade analitica das bagas.
Os fosfitos, em casa de vegetagdo, proporcionaram menor incidéncia da doenca
nas folhas de videira, além de apresentarem toxidez direta, inibindo a
germinagdo de esporangios, e proporcionaram maiores atividades de peroxidase,
polifenoloxidase e quitinase, e, em geral, ndo proporcionaram maior teor de
lignina. O ASM ndo foi eficiente para o controle do mildio nas folhas e para
inibi¢do da germinagdo de esporangios, mostrando que ndo apresenta efeito
direto sobre o patégeno, porém, foi eficiente para induzir respostas de defesa nas
plantas de videira, uma vez que ap6s a pulverizacdo, proporcionou aumento da
atividade de peroxidase e no teor de acumulo de lignina.

! Orientador: Mario Licio Vilela de Resende - UFLA.



ABSTRACT

PEREIRA, Vanessa Foresti. Phosphites in the management of downy mildew
of grapevine: effectiveness and mode of action. 2009. 69 p. Dissertation
(Masters in Phytopathology) - Federal University of Lavras, Lavras.'

The present study was aimed at evaluating alternative products, based on
plant extracts, phosphorilated mannan-oligosaccharides, phosphites and
acibenzolar-S-methyl (ASM) for the protection of grapevine against downy
mildew, as well as the influence of these treatments on the quality of grape
cultivar Merlot. Potassium phosphites and acibenzolar-S-methyl toxic effects on
Plasmopara viticola an on the activation of defense enzymes peroxidase,
polyphenoloxidase, chitinases, pB-1,3-glucanase and on the contents of total
soluble phenolics and lignin were assessed. In field trials, phosphites provided
protection against downy mildew similarly to fungicides. Treatments based on
phosphorylated mannan oligosaccharides, acibenzolar-S-methyl and plant
extracts showed no effective control of downy mildew. Treatments did not
influence the analytical quality of the berries. In glasshouse and lab trials,
phosphites provided the lowest incidence of disease on leaves and had direct
toxicity, inhibiting the germination of sporangia. Major activities of peroxidase,
polyphenoloxidase and chitinases were detected after phosphite applications,
which, in general, did not increase lignin content. ASM was not effective for the
control of downy mildew on leaves and for the inhibition of germination of
sporangia; however, increased the activity of peroxidase and promoted the
accumulation of lignin.

' Advisor: Mario Lucio Vilela de Resende - UFLA.
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CAPITULO 1

FOSFITOS NO MANEJO DO MILDIO DA VIDEIRA: EFICACIA
E MODO DE ACAO



1 INTRODUCAO GERAL

Dentre as doengas fungicas de maior importancia para os vinhedos, o
mildio ¢ o responséavel pelos maiores danos para a viticultura no sul e sudeste do
Brasil, assim como em outras regides viticolas do mundo com -elevada
precipitacdo durante o desenvolvimento vegetativo e produtivo da planta.

A adocdo de métodos alternativos de controle das doencgas, além de
contribuir com produtos menos tdxicos ao meio ambiente, pode também reduzir
parte dos custos na viticultura, em que sdo utilizadas, em média, quatorze
pulverizagdes de fungicidas, sendo de oito a dez realizadas para o controle do
mildio da videira (Chavarria et al., 2007).

Essas pulverizagdes com fungicidas sdo realizadas pelos produtores de
forma semanal para garantir a producdo, porém, muitas vezes, ela ocorre sem a
necessidade real, contaminando ainda mais o meio ambiente ¢ produzindo uvas
com residuos toxicos para o consumidor.

Praticas de manejo integrado de pragas e doengas, associando medidas
culturais, controle biologico e resisténcia induzida ao controle quimico, devem
ser realizadas como forma alternativa para a reducdo de pulverizagdes com
produtos quimicos, ndo s6 na cultura da uva, como em varias outras culturas.

Assim, a resisténcia induzida vem sendo adotada no manejo de diversas
culturas como uma alternativa compativel com o manejo integrado de pragas e
doengas, pois apresenta acdo contra amplo espectro de organismos
fitopatogénicos, incluindo fungos, bactérias e virus (Loon, 1998). A resisténcia
resultante é proporcionada por um agente indutor, bidtico ou abibtico, que
aciona mecanismos de defesa na planta, os quais se encontram na forma latente
(Hammerschmidt & Kuc, 1982). Essa ativacao pode ser obtida pelo tratamento

com agentes bioticos, ou seja, formas avirulentas de patogenos, ragas



incompativeis e, em determinadas circunstancias, por formas virulentas de
patdégenos, extratos vegetais e extratos de fungos (Stangarlin & Pascholati, 1992)
ou por ativadores quimicos, como acido aminobutirico (Cohen, 1996), 4cido 2,6-
dicloroisonicotinico e acibenzolar-S-metil (Loon, 1998).

Produtos a base de fosfitos tém demonstrado efeito no controle do
mildio da videira de forma similar ao controle com fungicidas. Porém, sua forma
de acdo ainda ndo foi completamente elucidada, podendo atuar tanto de forma
direta quanto indireta no patdégeno, induzindo mecanismos de defesa nas plantas
(Fenn & Coftey, 1984; Dercks & Creasy, 1989).

Outras formas de controle de doencas podem ser obtidas por meio da
utilizacdo de produtos naturais, como extratos de plantas e produtos comerciais
derivados de microrganismos (Resende et al., 2004; Rosa et al., 2007).

Dessa forma, objetivou-se, com a realizacdo deste trabalho, avaliar o
efeito de formulagdes a base de extratos vegetais e fosfitos contra Plasmopara

viticola e estudar os mecanismos envolvidos na resposta de defesa da videira.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Viticultura

A ampla adaptabilidade da videira a uma gama diversificada de climas,
os beneficios do controle da irriga¢do em climas de pluviosidade baixa ou
estacional e a maior facilidade de controle de doengas em periodos de pouca
incidéncia de chuvas, dentre outros fatores, tém impulsionado o cultivo de uvas
para mesa em regides de clima tropical de tal modo que as regides nordeste e
sudeste do Brasil respondem por grande parte da producdo de uvas no pais
(Melo et al., 2005).

Segundo dados parciais da Unido Brasileira de Vitivinicultura
(UVIBRA), em 2008, o Brasil produziu 83.801.966 kg de uvas viniferas e
550.462.367 kg de uvas comuns ou americanas. Em 2007, a produgdo foi de
72.367.979 kg de uvas viniferas e 498.383.918 kg de uvas comuns, colocando o
Brasil em 22° lugar entre os paises com area cultivada com uvas, em 16° em
producdo de uvas e em 15° em producdo de vinhos.

A cultivar Vitis vinifera é a espécie mais cultivada no mundo e produz
uvas para mesa, vinho, passas e outros derivados. Apesar de produzir uvas de
alta qualidade, sdo bastante sensiveis as doengas fingicas que podem ocasionar a
reducdo da quantidade e da qualidade de uvas e derivados produzidos (Camargo,
2009; Champagnol, 1984; Garrido et al., 2004).

No Brasil, as uvas viniferas sdo responsaveis por cerca de 20% das uvas
industrializadas e tém participagdo importante na producdo de uvas finas de
mesa, especialmente nos estados do Parand, Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia e
Pernambuco (Camargo, 2009).

A cultivar Merlot é uma importante variedade europeia vinifera tinta.
Apresenta bagas esféricas e pequenas, que dardo origem a um vinho de

coloragio vermelho-violaceo (Rizzon & Miele, 2003). E utilizada para a



elabora¢do dos melhores vinhos tintos finos do sul do Brasil. E uma cultivar
produtiva, bastante requerida pelo setor industrial brasileiro, porém, ¢ muito

suscetivel ao mildio, inclusive nas inflorescéncias (Camargo, 2009).

2.2 Mildio da videira

Dentre as doencas fungicas de maior importancia para os vinhedos, o
mildio, doenca cujo agente etioldgico é Plasmopara viticola (Berk. & Curt)
Berl. & De Toni, ¢ o responsavel pelos maiores danos para a viticultura de todo
o Brasil (Gallotti & Grigoletti Jinior, 1990; Grigoletti Junior & Sonego, 1993),
assim como em outras regides viticolas do mundo com elevada precipitacdo
durante o desenvolvimento vegetativo da planta (Galet, 1977; Pearson &
Goheen, 1988; Magarey et al., 1990).

Essa doenca € especialmente séria em anos com elevada precipitagao,
alta umidade relativa e longos periodos de umidade sobre folhas e frutos, com
perdas que podem atingir 100% da producdo de um vinhedo, tornando-se como
uma das maiores restri¢des a producdo de uvas em Ohio, EUA (Madden et al.,
2000).

O patogeno infecta todas as partes verdes da planta e os estadios mais
criticos vao desde a pré-floragdo até o inicio da maturagdo da uva (Sonego &
Garrido, 2005). Havendo infec¢do nesses estadios, em condi¢des de alta
umidade, a producdo pode ser totalmente comprometida, se ndo forem tomadas
medidas eficientes de controle.

P. viticola é um parasita obrigatério e, em regides de clima temperado
ou subtropical, sobrevive durante o inverno na forma de oodsporos e micélio.
Essas estruturas de sobrevivéncia tornam-se maduras e germinam em solo
encharcado, em temperatura superior a 11°C, produzindo macrosporangios dos
quais saem os zoosporangios que, por meio dos respingos da chuva e do vento,

sdo transportados até os tecidos das plantas, causando as infec¢des primarias



(Galet, 1977). A partir dessas infecgdes, em condi¢des climaticas favoraveis,
como alta umidade e temperaturas acima de 11°C, serdo produzidos os ciclos
secundarios da doenga.

Todos os fatores que contribuem para o aumento da umidade favorecem
o desenvolvimento da doenga. Portanto, a chuva ¢ o principal fator na promogao
das epidemias, enquanto a temperatura exerce papel moderador, acelerando ou
retardando o desenvolvimento do patégeno (Ronzon, 1987; Pearson & Goheen,
1988).

A pulverizacdo de fungicidas, os tratos culturais adequados e as
cultivares resistentes, sdo alguns dos métodos de controle usualmente
recomendados no manejo do mildio (Amorim & Kuniyuki, 1997). Entretanto, o
método de controle adotado com maior intensidade pelos produtores ¢ a
pulverizacdo com fungicidas de contato e sistémicos (Sonego & Garrido, 2005),
que requer varias aplicacdes durante o periodo de crescimento das brotagdes,
podendo comecar tdo cedo como no estddio 17 de Eichhorn-Lorenz (escala em
anexo), fase de inflorescéncia desenvolvida e flores separadas (Madden et al.,
2000).

No mercado, esta disponivel uma diversidade de principios ativos para o
controle do mildio da videira, porém, apesar de sua eficiéncia, a utilizagdo de
alguns desses principios ativos apresenta algumas restrigdes, tais como risco de
selecdo de populagdes resistentes dos patdégenos aos fungicidas sistémicos,
contaminagdo ambiental, intoxicagdo dos agricultores e alto custo, entre outros.

Atualmente, o processo produtivo agricola sofre pressdo da sociedade
pela producdo de alimentos de forma sustentavel e sem residuos (Stadinik &
Talamini, 2004). Por essa razdo, existe uma busca continua por alternativas que
sejam capazes de auxiliar no controle de doengas, mas que ndo representem

risco ao homem e meio ambiente.



2.3 O fenomeno da inducio de resisténcia

Uma nova tecnologia para o controle de doengas de plantas ¢ baseada na
ativagdo do sistema proprio de defesa da planta com a aplicagdo de moléculas
sintéticas de baixo peso molecular. Esta ativacdo pode ser realizada por uma
série de substancias, evitando ou atrasando a entrada ou a subsequente atividade
do patogeno em seus tecidos (Athayde Sobrinho et al., 2005; Nojosa et al.,
2005).

Varios agentes podem induzir a produgdo de “sinais” no tecido vegetal,
disparando reagdes para protegdo contra fitopatdgenos. A percepcao do sinal se
da quando moléculas do agente indutor se ligam a moléculas receptoras situadas,
provavelmente na membrana plasmatica da célula vegetal. Essas reagdes
desencadeiam a ativagdo de varios mecanismos de defesa da planta (Resende et
al., 2002).

Compostos como acido salicilico (AS), acido 2,6-dichloroiso-nicotinico
(INA) e acibenzolar S- metil (ASM) sdo capazes de induzir resisténcia sist€émica
adquirida (SAR) em varias espécies de planta contra um amplo espectro de
patdgenos (Sticher et al., 1997).

Geralmente, a indugdo de resisténcia ocorre pela ativagdo de genes que
codificam uma série de proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) e enzimas
envolvidas na sintese de fitoalexinas e lignina (Vidhyasekaran, 1988). As PRPs
abrangem familias de proteinas com estruturas e fungdes variadas (quitinases, -
1,3-glucanases, lisozimas, peroxidases e osmotinas, dentre outras), mas com o
fato em comum de estarem todas relacionadas aos processos de defesa durante a
patogénese apresentando dessa forma, potencial para serem exploradas nos
programas de indugdo de protecdo em plantas (Loon & Strien, 1999). A
quantificagdo dessas enzimas em diferentes épocas apoés a pulverizagdo do

provavel eliciador seria uma das formas de se inferir sobre o efeito indutor de



resisténcia, o que, certamente, tem importancia na busca por tecnologias mais

limpas.

2.4 Fosfitos no controle de doencas de plantas

Um grupo de produtos que t€ém demonstrado eficicia no controle de
doencas de plantas ¢ o dos fosfitos, compostos derivados do 4cido fosforoso
(Wicks et al., 1991; Reuveni, 1998), cuja agdo se deve, aparentemente, a
ativacdo do sistema natural de defesa da planta e a atividade antifingica sobre o
hospedeiro (Smillie et al., 1989).

O fosfito de potassio ¢ utilizado para o controle de doengas em uma
ampla gama de plantas, tanto herbaceas quanto arbéreas e também ja
demonstrou eficiéncia contra fungos causadores de podriddoes do colo, raiz,

tronco e frutos (McDonald et al., 2001) (Figura 1).
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FIGURA 1 Comparagdo entre a molécula de fosfito (acido fosforoso) e de

fosfato (acido fosforico).

Fosfitos tém sido utilizados no controle de varias doengas de frutiferas
de clima temperado (Reuveni et al., 1997; Sonego & Garrido, 2005), apesar do
seu modo de ac¢do ndo ter sido elucidado com exatidao (Boneti & Katsurayama,

2002; Reuveni et al., 1993). Alguns trabalhos demonstraram que os fosfitos
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apresentam efeito fungicida, atuando diretamente sobre fungos (Fenn & Coffey,
1984), enquanto outros afirmam que tém a propriedade de estimular a formagao
de substincias naturais de autodefesa da planta, protegendo-a do ataque de
fungos (Dercks & Creasy, 1989). Neste caso, os fosfitos estimulariam a
producdo de substancias de defesa naturais, como as fitoalexinas, quando
infectadas por algum patogeno. Os fosfitos t€m sido aplicados com éxito no
controle de mildio da videira (Dalb6 & Schuck, 2003), inclusive com resultados
similares aos fungicidas (Sonego & Garrido, 2005).

Nojosa et al. (2009) observaram que o acibenzolar-S-metil (ASM
0,2g/L) e o fosfito de potassio (10 mL/L) inibiram o crescimento micelial de
Phoma costarricensis em 56,23% e 62,26%, respectivamente. Observaram,
ainda, que ASM (0,1g/L) e fosfito de potassio, nas dosagens 2,5 mL/L e 5,0
mL/L, reduziram a severidade e a area abaixo da curva de progresso da doenga
em mudas de cafeeiro em 80,00%, 60,06% e 63,18%, respectivamente, sendo
esses percentuais superiores ao observado em plantas tratadas com o fungicida
tebuconazole.

Dessa forma, os fosfitos apresentam enorme potencial para o controle de
doengas em diversos patossistemas, pois, além de atuarem diretamente nos

patdgenos, podem induzir respostas de defesa nos hospedeiros.
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CAPITULO 2

PRODUTOS ALTERNATIVOS NA PROTECAO DA VIDEIRA CONTRA
O MILDIO
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar produtos alternativos, a
base de extratos vegetais, manano-oligossacarideos fosforilados, fosfitos e
acibenzolar-S-metil na prote¢do da videira contra o mildio, bem como a
influéncia destes na qualidade de uvas da cultivar Merlot. Os experimentos
foram conduzidos nas safras 2007/2008 e 2008/2009. Foram avaliadas a
intensidade do mildio em folhas e cachos e caracteristicas analiticas das bagas.
Os fosfitos testados em cachos e plantas proporcionaram protecdo do mildio da
videira semelhante ao tratamento com fungicidas. Os tratamentos baseados em
manano-oligossacarideos fosforilados, acibenzolar-S-metil e extratos vegetais
nao apresentaram controle eficiente do mildio. Os produtos testados ndo
influenciaram na qualidade analitica das bagas.
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ABSTRACT

This study was aimed at to evaluate alternative products based on plant
extracts, phosphorylated mannanoligosaccharides, phosphites and acibenzolar-S-
methyl for the protection of vine against downy mildew, and the influence of
these treatments on the quality of grapes, cultivar Merlot. The experiments were
conducted in 2007/2008 and 2008/2009 seasons. Was evaluated the intensity of
downy mildew on leaves and bunches of grapes and analytical characteristics of
the berries. The phosphites tested on bunches and plants provided protection
against mildew similar to treatment with fungicides. The treatments based on
phosphorylated mannanoligosaccharides, acibenzolar-S-methyl and plant
extracts showed no effective control of downy mildew. The tested compounds
did not influence the analytical quality of the berries.
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1 INTRODUCAO

Dentre as doencas fungicas de maior importancia para os vinhedos, o
mildio, cujo agente etiologico & Plasmopara viticola (Berk. & Curt) Berl. & de
Toni, é o responsavel pelos maiores danos para a viticultura no Brasil, assim
como em outras regides viticolas do mundo, com elevada precipitacdo durante o
desenvolvimento vegetativo da planta (Garrido et al., 2004). As perdas com o
mildio podem atingir 100% da produg@o de um vinhedo, tornando-se uma das
maiores restri¢des a producado e a qualidade de uvas (Madden et al., 2000).

A pulverizagdo com fungicidas e a utilizacdo de cultivares resistentes,
quando disponiveis, sdo alguns dos métodos usualmente recomendados no
manejo do mildio (Amorim & Kuniyuki, 2005). Entretanto, o método de
controle adotado com maior intensidade pelos produtores é a pulverizagdo com
fungicidas de contato e sist€émicos (Sonego & Garrido, 2005), requerendo a
aplicacdo destes diversas vezes durante o ciclo de crescimento e produgdo da
videira (Madden et al., 2000).

Atualmente, o sistema de producdo agricola sofre pressdo da sociedade
pela producdo de alimentos de forma sustentdvel e sem residuos quimicos,
havendo uma busca continua por alternativas que sejam capazes de auxiliar no
controle de doengas, mas que ndo representem risco a0 homem e ao meio
ambiente. Diante disso, uma nova tecnologia para o controle de doencas de
plantas ¢ baseada na ativagdo do proprio sistema de defesa da planta, por meio
da aplicacdo de moléculas eliciadoras sintéticas, extratos naturais, nutrientes ou
até mesmo, componentes da parede celular de fungos e bactérias.

Compostos como o acido salicilico (AS) e o acibenzolar-S-metil (ASM)
sdo capazes de induzir resisténcia sistémica adquirida (SAR) em varias espécies
de plantas contra um amplo espectro de patégenos, como virus, bactérias e

fungos (Sticher et al., 1997).
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Outra forma de controle de doengas de plantas pode ser obtida por meio
da utilizacdo de formulagdes a base de extratos vegetais, como, por exemplo,
extratos de casca de café e de folhas de café infectadas com ferrugem (EFID)
que proporcionaram significativa protecdo de mudas de café contra os patégenos
Phoma costarricensis e Cercospora coffeicola (Resende et al., 2004; Amaral,
2005). Santos et al. (2007) observaram que o EFID reduziu a incidéncia da
ferrugem, da cercosporiose e da mancha-de-phoma em relagdo aos percentuais
de doenga observados nas testemunhas pulverizadas com Viga-café®.

Produtos contendo nutrientes como os fosfitos vém sendo utilizados no
controle de doengas de plantas, inclusive de frutiferas de clima temperado
(Reuveni et al., 1993; Sonego & Garrido, 2005). Em videira, mostraram-se
eficiente no controle de mildio (Dalbé6 & Schuck, 2003), inclusive com
resultados similares aos fungicidas (Sonego & Garrido, 2005). Apesar do modo
de agdo dos fosfitos ndo ter sido elucidado com exatiddo, alguns trabalhos
demonstraram que eles agem diretamente sobre o patégeno e indiretamente,
induzindo respostas de defesa na planta, como fitoalexinas, compostos fenolicos
em geral e proteinas relacionadas a patogénese (Fenn & Coffey, 1984; Derk &
Creasy, 1989; Jacson et al., 2000; Nojosa et al., 2005; Daniel & Guest, 2006).

Produtos derivados de microrganismos também tém sido utilizados no
controle de doengas de plantas, como o Agro-Mos®, a base de manano-
oligossacarideos fosforilados, proveniente da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae, biocomplexados com cobre, enxofre e zinco. Dantas et al. (2004)
avaliaram o potencial do ASM e do Agro-Mos” na protecio de frutos de maméo
contra podriddes (antracnose, podridao-de-lasiodiplodia e podridao-de-fusarium)
e observaram que os dois indutores foram eficazes no controle dessas doengas.
Ja Costa (2008) verificou que o Agro-Mos” apresentou efeito na redugdo da
incidéncia da vassoura-de-bruxa, em mudas de cacau, similar ao fungicida

cuprico Recop”. Rosa et al. (2007) observaram que o Agro-Mos”, em mistura
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com alguns fertilizantes, foi capaz de reduzir a severidade do mildio em videiras
da cultivar Isabel.

Dessa forma, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar
produtos alternativos, & base de extratos vegetais, manano-oligossacarideos
fosforilados, fosfitos € ASM, na protecao da videira contra o mildio, bem como

a influéncia deles na qualidade de uvas da cultivar Merlot.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos, um em cada safra (2007/2008 e
2008/2009), no Nucleo Tecnologico Epamig Uva e Vinho em Caldas, MG,
utilizando-se produtos naturais e quimicos obtidos de acordo com a metodologia
descrita a seguir.

Para a obtengdo dos extratos de folhas de café infectadas com ferrugem
(EFID), folhas de café, contaminadas com Hemileia vastatrix, coletadas da
superficie do solo de lavoura cafeeira, foram inicialmente desidratadas em
estufa, a 60°C, por 48 horas e moidas até a obtengdo de um p6d bem fino.
Posteriormente, 100 gramas desse p6 foram misturados com 1.000 mL de agua
destilada e fervidos, por 2 horas, em refluxo. Em seguida, a suspensdo foi
filtrada em peneira de 400 meshes. O extrato obtido foi armazenado em freezer,
a -20°C, até o momento das pulverizacdes.

Para a obten¢do do extrato de casca de uva (ECU), foram utilizadas
cascas de bagas de uvas sadias e doentes, ao final da colheita, desidratadas em
estufa ventilada por 72 horas, a 60°C. Apdés a desidratacdo, as cascas foram
moidas até a obtengdo de um pd bem fino. Em seguida, 100 gramas de cascas
moidas foram misturadas com 1.000 mL de agua destilada e fervidas por 2
horas, em refluxo. A seguir, a suspensao foi filtrada, em peneira de 400 meshes,
e o extrato obtido ao final do processo foi armazenado em freezer, a -20°C, até o
momento das pulverizagdes.

O Agro-Mos®, cuja formulagio inclui manano-oligossacarideos
fosforilados provenientes da parede celular de Saccharomyces cerevisiae e
biocomplexado com 35g L™ de Cu, 27,5 g L' de S e 25g L™ de Zn, foi adquirido
junto a Improcrop do Brasil Ltda.

Empregou-se também o fosfito de cobre Fulland®, contendo em sua

formulagdo de 53,6g L' de Cu e 268g L' de P,Os, adquirido da Sudoeste
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Agropecus Industria e Comércio Ltda. Foram utilizados também fosfitos de
potéssio, Reforce” (240 g L' de K»0 e 340 g L' de P,0s) e Reforce™+ AS (240 g
L' de K,0, 340 g L' de P,0s e 5% de acido salicilico), da Agrichem do Brasil
Ltda.; Nutri Phite® (403,26 g L' de K,O e 434,28 g L' de P,0s), da ITharabras
S.A. e Pepfos® (280 g L' de K,0 e 420g L' de P,Os), da Pepita Fertilizantes
Ltda.

Foi utilizado também o Bion® (50% de acibenzolar-S-metil) da
Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda., o AS (acido salicilico P.A.) da Merck,
além do tratamento padrdo recomendado pela Epamig, com fungicidas aplicados
de forma alternada, Cabrio Top” (metiram 550 g kg e piraclostrobina 50 g kg’
", da Basf S.A, Daconil® (cloratalonil 500 g L) e Ridomil® (metalaxil-M 40 g
kg e mancozeb 640 g kg'), da Syngenta Protegdo de Cultivos Ltda.

Para verificar o efeito desses produtos no controle do mildio foi
utilizado a cultivar Vitis vinifera Merlot (Clone 343), com cinco anos de idade,
enxertada sobre o porta-enxerto 1103 Paulsen, plantada em espagamento de 2,5
x 1,5 m e conduzida em espaldeira com trés fios de arame. As plantas foram
conduzidas em duplo corddo esporonado (sistema Royat) e podadas com poda
curta (duas gemas), permanecendo com 20 a 22 gemas, totalizando de 50 a 55
mil gemas por hectare.

O primeiro experimento (safra 2007/2008) foi conduzido no periodo de
27/11/2007 a 17/02/2008, utilizando-se Agro-Mos® (3 mL L), Fulland® (5 mL
L"), Reforce® (6 mL L), Reforce® + AS (6 mL L), Pepfés™ (6 mL L™), acido
salicilico (0,3 g L"), EFID, ECU, os fungicidas Cabrio Top® (2g L"), Daconil®”
(2g L") e Ridomil® (2,5g L") e uma testemunha sem pulverizagéo.

As pulverizagdes foram realizadas a partir das brotagdes das videiras,
em intervalos semanais, totalizando doze aplicagdes, realizadas com
pulverizador costal manual até o ponto de escorrimento. Foram adicionados a

calda de pulverizagdo 0,05% de 6leo mineral e o volume da mesma variou de
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acordo com o estagio de desenvolvimento da planta. Os fungicidas foram
aplicados de forma alternada.

A incidéncia e a severidade do mildio foram avaliadas nas folhas,
quinzenalmente, ap6s o inicio dos primeiros sintomas. Para tanto, foi utilizada a
escala de notas proposta por Azevedo (1997), com algumas alteragdes. A
severidade do mildio foi avaliada em toda a planta, dentro da parcela util,
utilizando-se uma escala com notas variando de “0” (auséncia de doenca) a “5”
(mais de 50% do total da planta com area foliar doente), totalizando quatro
avaliagdes. A partir dessas avaliagdes, foram calculados os niveis de severidade
e determinada a area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPSD) e
da incidéncia (AACPID), assim como a plotagem das curvas de progresso da
doenca em relagdo ao tempo. Nos cachos, foram realizadas trés avaliacdes de
incidéncia do mildio. Os indices de controle do mildio foram obtidos por meio
da relagdo 1-x/y, em que X representa o indice da doenga das plantas tratadas e y,
o indice de doenga da testemunha (Li et al., 1996).

O segundo experimento (safra 2008/2009) foi conduzido no periodo de
17/10/2008 a 10/02/2009, em parreiral nas mesmas condigdes do primeiro
experimento. Para tanto, foram utilizados os melhores tratamentos obtidos no
Experimento I, em duas dosagens, Reforce® (4,5 ¢ 6 mL L) e Pepfos” (3 ¢ 6
mL L™). Além destes foram utilizados também Nutri Phite® (3 ¢ 6 mL L),
Bion® (0,2 ¢ 0,4 g mL L), os fungicidas aplicados de forma alternada, Cabrio
Top® (2g L"), Daconil® (2 g L™") ¢ Ridomil® (2,5 g L") ¢ uma testemunha sem
pulverizagdo. Os tratamentos foram pulverizados conforme o primeiro
experimento (safra 2007/2008).

Além das avaliagdes fitopatologicas realizadas conforme descrito no
primeiro experimento, no segundo experimento foram também realizadas
avaliagdes de qualidade da baga, a saber: teor de solidos soluveis totais (°Brix)

pelo método de Lane-Enyon (Association of Official Analitical Chemists,
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AOAC, 1990), determinados em refratdmetro portatil, acidez titulavel total,
mensurada por meio da titulagdio com NaOH 0,1 N e fenolftaleina como
indicador, seguindo a técnica descrita na AOAC (1990) e avaliacdo do pH
através de pHmetro.

O delineamento experimental utilizado nos experimentos foi o de blocos
casualizados com quatro repeticdes e a parcela experimental composta por seis
plantas, com parcela experimental 0til de quatro plantas centrais. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia utilizando-se o software Sisvar®

e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na safra 2007/2008, as pulverizagdes com os fosfitos de potéssio
Reforce™ e Pepfos” proporcionaram maior prote¢io contra o mildio nas folhas
das videiras, com controle de 82,4% e 80%, respectivamente. Estes resultados
sd0 superiores ao obtido com o tratamento padrio com fungicidas, que
proporcionou 71,2% de controle, ndo diferindo do Reforce” + AS, com 74,4% e
nem do fosfito de cobre, Fulland®, que apresentou 64,8% de controle da doenca.
O Agro-Moés” apresentou controle intermediario (32%), superior aos tratamentos
com acido salicilico e EFID, que foram superiores ao ECU e a testemunha sem
pulverizacao (Tabela 1).

Analisando-se o progresso do mildio no decorrer das avaliagdes (Figura
1A), observa-se que ocorreu a formagao de trés grupos de tratamentos, de acordo
com a severidade do mildio, sendo o primeiro formado pelos fosfitos e
fungicidas, com menor severidade, um segundo pelo Agro-Mos® e um terceiro
grupo, composto pelos extratos vegetais, acido salicilico e testemunha, com
maior severidade do mildio nas folhas das videiras. Nesta mesma safra,
observou-se que, nos cachos, os fosfitos de potassio Pepfos® e Reforce® + AS
apresentaram 100% e 91,2% de controle, respectivamente, ndo diferindo do
padrio com fungicidas cujo controle foi de 96%. Os tratamentos com Reforce® e
Fulland® proporcionaram controle intermediério. Nesta safra, 2007/2008, néo foi
possivel a realizac¢do da colheita dos cachos, devido ao precoce e intenso ataque
do mildio e insetos nas bagas dos tratamentos com menor eficiéncia no controle

dessas pragas.

25



TABELA 1 Efeito dos tratamentos na area abaixo da curva de progresso da
severidade do mildio nas folhas (AACPS) e na incidéncia do
mildio nos cachos de videira cv. Merlot, nas safras 2007/2008 e

2008/2009.
Safra 2007/2008
Folhas Cachos

Tratamentos* AACPS Controle Incidéncia Controle

(%) (%)
Reforce® (6 mL L'l) 550,0 a 82,4 18,3b 79,8
Pepfos”™ (6 mL L) 625,02 80,0 0,0a 100,0
Reforce® + AS(6mL L™) 800,0 b 74,4 79a 91,2
Fungicidas 900,0 b 71,2 3,8a 95,8
Fulland® (5 mL L") 1100,0 b 64,8 335b 63,1
Agro-Mos” (3 mL L™) 2137,0 ¢ 31,6 64,0 ¢ 28.8
AS (0,3gL™) 2687,5d 14,0 80,9 ¢ 10,9
EFID 2750,0 d 12,0 100,0 d 0,0
ECU 3012,5¢ 3,6 72,0 ¢ 20,7
Testemunha 31250 e --- 90,8 d ---
CV (%) 11,3 30,11

Safra 2008/2009
Folhas Cachos

Tratamentos AACPS Controle Incidéncia Controle

(%) (%)
Pepfos® (6 mL L) 1112,5a 66,7 0a 100,0
Fungicidas 1250,0 a 62,5 37a 96,3
Reforce® (4,5mL L) 1362,5a 59,2 52a 94,8
Reforce® (6,0 mL L) 1462,5b 56,2 35a 96,5
Nutri Phite® (6 mL L) 1562,5b 53,2 1,52 98,5
Nutri Phite® (3 mL L™) 1550,0 b 53,6 4,0a 96,0
Pepfos® (3 mL L™ 1712,5b 48,7 12,5a 87,5
Bion® (0,2 g L) 2500,0 ¢ 25,1 61,0b 39,0
Bion® (0,4 g L") 2562,5 ¢ 232 62,5b 37,5
Testemunha 3337,5d -— 100 ¢ -

CV (%) 10,51 31,95

Meédias com mesma letra na coluna ndo diferem, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
*Manano-oligossacarideo fosforilado - Agro—Mos®; fosfito de cobre - Fulland®; fosfitos
de potassio - Pepf(')s®, Nutri Phite® , Reforce® e Reforce® + AS; acibenzolar-S-metil -
Bion®; 4cido salicilico — AS; extrato de folhas de cafeeiro infectadas por ferrugem —
EFID; extrato de casca de uva — ECU; fungicidas - Cabrio Top® , Daconil® e Ridomil®;
testemunha sem pulverizagao.
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FIGURA 1 Efeito dos tratamentos no progresso da severidade do mildio da
videira cultivar Merlot, nas safras 2007/2008 (A) e 2008/2009(B). As
avaliacOes foram realizadas em intervalo de 15 dias. Tratamentos:
Agro-Mos® (3 mL L), Fulland® (5 mL L"), Reforce® (6 mL L),
Reforce™ + AS (6 mL L), Pepfos® (6 mL L™), acido salicilico (0,3 g
L"), EFID, ECU, fungicidas em aplicagdo alternada (Cabrio Top” ,
Daconil® e Ridomil®) e uma testemunha sem pulverizagio (A); e
Reforce™ (4,5 ¢ 6 mL L) e Pepfos™ (3 ¢ 6 mL L), Nutri Phite” (3 e
6 mL L"), Bion® (0,2 ¢ 0,4 ¢ mL L"), fungicidas em aplicago
alternada (Cabrio Top® , Daconil® e Ridomil®) e testemunha sem
pulverizagdo (B).
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Para a safra 2008/2009, maior protecdo contra o mildio foi
proporcionada por pulverizagdes com Pepfos” 6 mL L™, pelo tratamento padrio
com fungicidas e por Reforce” 4,5 mL L', que apresentaram, respectivamente,
66,7%, 62,5% ¢ 59,2% de controle da doenga nas folhas. Esses resultados sdo
superiores aos tratamentos com Reforce® 6 mL L™, Nutri Phite® nas duas doses
utilizadas e Pepfos® 3 mL L' (Tabela 1 e Figura 2). Observando-se o progresso
da doenca no decorrer das avaliagdes, na safra 2008/2009, constata-se que os
tratamentos com fosfitos proporcionaram menor severidade do mildio da videira
(Figura 1B). Nos cachos, todos os fosfitos diferiram estatisticamente da
testemunha, tendo Pepfos® e Nutri Phite®, na dosagem 6 mL L, apresentado
100% e 98,5% de controle da doenga, respectivamente. E possivel notar que os
fosfitos que apresentaram maior controle da doenca nos cachos apresentam

maiores dosagens de K,O e P,Os, nas suas formulagdes.
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FIGURA 2 Efeito dos tratamentos na prote¢do da videira contra o mildio na
safra 2008/2009. Tratamentos: Testemunha (A), Pepfos® 6 mL L’
'(B), padrio com fungicidas (Cabrio Top®, Daconil® ¢ Ridomil®™)
(C),lNutri Phite® 6 mL L™ (D), Reforce” 4,5 mL L' (E) ¢ Bion" 0,4
gL (F).
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Para a qualidade analitica das bagas, ndo se verificou efeito significativo
dos tratamentos nos teores de solidos soluveis totais, nem no pH. Entretanto,
todos os tratamentos proporcionaram menor acidez titulavel total que a
testemunha (Tabela 3), provavelmente pelo fato de terem apresentado menores

indices de doenca nos cachos.

TABELA 3 Efeito dos tratamentos nas caracteristicas analiticas de bagas da
cultivar Merlot, na safra 2008/09.

Tratamento SST! ATT? (meq.L™") pH
Testemunha 172 a 1456 a 33a
Pepfos® (3 mL L™) 16,5a 121,9b 32a
Bion® (0,4 g L) 164 a 1284 b 32a
Bion® (0,2 g L") 162a 127,5b 32a
Reforce® (6,0 mL L) 16,1 a 120,0 b 33a
Nutri Phite® (6 mL L™) 159a 118,1b 32a
Reforce® (4,5mL L'l) 159a 123,1b 32a
Pepfos® (6 mL L™ 159a 121,3b 33a
Nutri Phite® (3 mL L™) 158a 119,4b 32a
Fungicidas 15,5a 1244 b 32a

CV (%) 3,45 6,31 1,30

Meédias com mesma letra na coluna ndo diferem, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
*Fosfitos de potassio - Pepfos”, Nutri Phite® e Reforce™; Acibenzolar-S-metil - Bion®;
fungicidas - Cabrio Top®, Daconil® e Ridomil®; testemunha sem pulverizagdo.

! SST - sélidos soluveis totais (°Brix);

> ATT - acidez titulavel total.

No presente trabalho, os fosfitos proporcionaram, em média, maior
prote¢do das videiras contra o mildio, tanto nas folhas como nos cachos.
Resultados semelhantes foram observados por Peruch et al. (2007) que, ao
utilizarem o fosfito de potassio, verificaram reducdo de 71% da area abaixo da
curva de progresso do mildio em folhas de videira na regido de Urussanga, SC.
Sonego et al. (2003) observaram, na safra 1997/1998, em Bento Gongalves, RS,

controle do mildio proporcionado por fosfito de potassio, na cultivar Cabernet
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Sauvignon, de 97% em folhas e em cachos, superior ao desempenho do
fungicida cymoxanil + maneb.

Alguns autores demonstraram que produtos alternativos, como Agro-
Mos® e extratos de alga e biomassa citrica, apresentaram baixa eficiéncia no
controle do mildio da videira (Rosa et al.,, 2007; Peruch et al., 2007). Em
trabalhos com outros patdgenos, como Alternaria solani, do tomateiro e
Peronospora destructor (mildio), da cebola, também foram obtidas baixas
porcentagens de controle, 38,5% e 30,1%, respectivamente (Tofoli &
Domingues, 2005; Wordell Filho et al., 2007). No presente trabalho, os
tratamentos com extratos vegetais, EFID e ECU, Bion® e 4cido salicilico
proporcionaram menores eficiéncias no controle do mildio da videira, tanto para
folhas quanto para cachos, apresentando indices de doenga inferiores apenas a
testemunha, enquanto os fosfitos proporcionaram controle semelhante ao dos
fungicidas. Esse efeito ocorreu, provavelmente, pelo fato de os fosfitos, além de
ativarem o sistema de defesa das plantas, atuarem diretamente no patdgeno, o
que ndo ocorre com o indutor de resisténcia Bion”™ (Cole, 2005).

A qualidade do mosto e das bagas esta relacionada, entre outros fatores,
ao grau de enfolhamento das plantas, ao total de cachos e a influéncia da
quantidade de chuva e doengas (Castino, 1992). Segundo Rizzon & Miele,
(2003), o mosto para a cultivar Merlot, pronto para vinifica¢do, deve apresentar
teores de 18,4°Brix, acidez total de 104 meq L'e pH 3,21. Os tratamentos ndo
influenciaram a qualidade das bagas, embora as analises tenham sido realizadas
antes da época correta de colheita e os valores de °Brix estarem pouco abaixo do
nivel ideal. Regina et al. (2006) mencionam que as cultivares tintas podem
apresentar maiores dificuldades em atingir um ponto ideal de maturagdo, em
condigdes de verdo chuvoso como o ocorrido neste experimento, na safra

2008/2009.
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Em geral, os fosfitos proporcionaram protecdo do mildio da videira,
cultivar Merlot, semelhante ao tratamento com fungicidas. Mais estudos devem
ser realizados para a elucidacdo do modo de acdo dos fosfitos contra o mildio e
também contra outras doengas da videira, incluindo a quantificacdo de
fitoalexinas, compostos fendlicos e enzimas relacionadas com a defesa da
videira, induzidas por fosfitos. Trabalhos também poderiam ser realizados com o
uso dos fosfitos em mistura ou em alternancia com fungicidas, visando reduzir o

impacto ambiental derivado da utilizagdo desses pesticidas.
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4 CONCLUSAO

Os fosfitos, Pepfés®, Reforce® e Nutri Phite®, controlam o mildio em
folhas e cachos de videira, similarmente ao tratamento com fungicidas.

Nas duas safras, 2007/2008 e 2008/2009, o fosfito de potassio Pepfos®,
na dose de 6 mL L', proporcionou maior prote¢io da videira contra o mildio.
No primeiro ano, ndo diferiu estatisticamente do tratamento com Reforce”, na
dose de 6 mL L™ e, no segundo ano, ndo diferiu dos tratamentos fungicida e
Reforce® na dose de 4,5 mL L.

Agro-M6s® (manano-oligossacarideo fosforilado), EFID (extrato de
folha de cafeeiro com ferrugem), ECU (extrato de casca de uva) e Bion®
(acibenzolar-S-metil) ndo apresentaram boa eficiéncia na prote¢do da videira
contra o mildio.

Os produtos testados nao influenciaram a qualidade das bagas.
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CAPITULO 3

MODO DE ACAO DE FOSFITOS E ACIBENZOLAR-S-METIL NA

PROTECAO DA VIDEIRA CONTRA O MILDIO
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar fosfitos de potéssio e o
indutor de resisténcia Bion™ quanto a capacidade de protegdo, efeito toxico
direto e de indugao de respostas de defesa em videira. Mudas de videira com trés
meses de idade foram pulverizadas com Pepfos® (6 mL L), Reforce® (4,5 mL
L"), Reforce® (6,0 mL L"), e acibenzolar-S-metil (0.2 g L), além de
testemunhas pulverizadas com agua, e sete dias apds, foram inoculadas com
suspensdo de esporangios de Plasmopara viticola ¢ mantidas em casa de
vegetagdo. Foi avaliada a incidéncia da doenca nas folhas, a atividade
fungitdxica desses produtos na germinacdo de esporangios e a atividade de
proteinas relacionadas a patogénese. Os fosfitos proporcionaram menor
incidéncia da doenca nas folhas de videira, além de apresentarem toxidez direta,
inibindo a germinagdo de esporingios. Maiores atividades de peroxidase,
polifenoloxidase e quitinase foram detectadas apos a aplicacao de fosfitos; em
geral, estes ndo propiciaram aumento no teor de lignina. O Bion®™ nio foi eficaz
no controle do mildio nas folhas e na inibicdo da germinacdo de esporingios,
porém, proporcionou aumento na atividade de peroxidase e promoveu acimulo
de lignina.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate potassium phosphites and resistance
inducer Bion ® to expect protection, direct toxic effect and induction of defense
responses in grapevine. Seedlings of grapevine with three months of age were
sprayed with Pepfos ® (6 mL L-1), Reforce ® (4.5 mL L-1), Reforce ® (6.0 mL
L-1), and acibenzolar-S-methyl (0.2 g L-1), and witnesses sprayed with water,
and after seven days, were inoculated with a suspension of sporangia of
Plasmopara viticola and kept in a greenhouse. We evaluated the incidence of the
disease on the leaves, the fungitoxic activity of these products in the germination
of sporangia and activity of proteins related to pathogenesis. Phosphites
provided the lowest incidence of disease in vine leaves, in addition to make
direct toxicity, inhibiting the germination of sporangia. Major activities of
peroxidase, polyphenoloxidase and chitinases were detected after application of
phosphites, in general, provided they do not increase the content of lignin. The
Bion ® was not effective in the control of mildew on the leaves and the
inhibition of germination of sporangia, however, increased the activity of
peroxidase and promoted accumulation of lignin.
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1 INTRODUCAO

O mildio, cujo agente etiologico é Plasmopara viticola (Berk. & Curt)
Berl. & de Toni, ¢ a doenga responsavel pelos maiores danos a viticultura no
Brasil (Gringoletti Janior & Sonego, 1993). O manejo dessa doenga ¢é realizado
por meio da pulverizagdo de fungicidas, da utilizacdo de tratos culturais
adequados e de cultivares resistentes (Amorim & Kuniyuki, 1997). Porém, a
principal forma de controle do mildio adotada pelos produtores ¢ a pulverizacao
com fungicidas de contato e sistémicos (Sonego & Garrido, 2005).

No mercado, esta disponivel uma diversidade de principios ativos para o
controle do mildio da videira, entretanto, a utilizagdo de alguns deles apresenta
certas restricdes, tais como risco de selecdo de populagdes resistentes,
contaminag@o ambiental, intoxica¢do dos agricultores, alto custo, dentre outros.
(Sénego & Garrido, 2005).

Atualmente, o processo produtivo agricola sofre pressdo da sociedade
pela produgdo de alimentos de forma sustentavel e sem residuos quimicos
(Stadinik & Talamini, 2004). Por essa razdo, existe uma busca continua de
alternativas para o controle de doengas, que ndo representem risco ao homem e
meio ambiente.

Uma alternativa que pode ser empregada no controle de fitodoencas ¢ a
resisténcia sistémica adquirida (SAR), a qual consiste na ativagdo de
mecanismos de defesa natural das plantas contra um amplo espectro de
patogenos (Loon, 1997).

Muitos compostos sdo capazes de induzir a SAR em varias espécies de
plantas (Sticher et al., 1997). Por exemplo, formula¢des a base de acibenzolar S-
metil (ASM), silicatos, acidos citricos, extratos vegetais, quitosana e fosfitos tém
grande potencial de uso no controle de doengas, pela indugdo da SAR (Peruch et

al., 2007; Galvao et al., 2006; Aziz et al., 2006; Godard et al., 2009).
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As respostas de defesa das plantas ativadas via SAR se resumem a geracdo
de espécies ativas de oxigénio, biossintese de fitoalexinas, reacdo de
hipersensibilidade (HR), maior atividade de proteinas relacionadas a patogénese,
acumulo de compostos fendlicos e formagdo de barreiras estruturais (Loon &
Strien, 1999).

Os fosfitos sdo utilizados no controle de doengas em diversas culturas,
tanto herbaceas quanto arbdreas, com eficacia demonstrada contra oomicetos e
fungos causadores de podriddes do colo, raiz, tronco e frutos (McDonald et al.,
2001). A sua agdo, aparentemente, se deve a ativagdo do sistema natural de
defesa da planta e a atividade antifiingica sobre o patégeno (Smillie et al., 1989;
Boneti & Katsurayama, 2002). Produtos a base de fosfito tém demonstrado
resultados expressivos no controle de patdégenos de plantas, inclusive no controle
de oomicetos (Nojosa et al., 2005).

Varios sdo os autores que demonstraram a eficacia de fosfitos para o
controle de mildio da videira (Peruch et al., 2007; Sonego et al., 2003). Pajot et
al. (2001) observaram que fosfitos de potassio, na concentragdo 40,6 ppm,
proporcionaram, em alface, completa prote¢ao ao mildio.

Compostos como acibenzolar-S-metil (ASM) sdo capazes de induzir
resisténcia em plantas por meio da ativagdo da resisténcia da SAR e, dessa
forma, vém sendo estudados em diversos patossistemas, como forma alternativa
para manejo convencional de doengas (Resende et al., 2002).

Diante do exposto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar o efeito de fosfitos de potassio e do acibenzolar-S-metil na prote¢ao de
mudas de videira contra o mildio, o efeito toxico direto desses a P. viticola € a
sua possivel influéncia nas atividades das enzimas de defesa peroxidase,
polifenoloxidase, quitinase, f-1,3-glucanase e nos teores de fendis soltiiveis totais

e lignina.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e isolado fingico

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e no
Laboratorio de Fisiologia do Parasitismo da Universidade Federal de Lavras,
para estudar a protegdo e a caracterizagdo dos mecanismos bioquimicos
envolvidos na resposta de defesa de mudas de videira contra o mildio. Foram
utilizadas mudas de videira com trés meses de idade, cultivar Merlot, enxertadas
sobre porta-enxerto 1103P-Clone 519, plantadas em sacos de 10 litros, contendo
substrato composto de terra, areia e esterco bovino (2:1:1). As mudas foram
irrigadas diariamente e adubadas semanalmente, com um grama de fertilizante
por muda (formulacao 4-14-8 de NPK).

Para a obten¢do do indéculo, folhas de videira naturalmente infectadas
com P. viticola foram coletadas no campo e mantidas em camara umida, a 25°C,
por 24 horas. Apds esse periodo, os esporangios formados foram raspados com o
auxilio de um pincel de cerdas macias em agua estéril, preparando-se uma

~ 4 A . -1 r J N
suspensdo com 4,0 x10" esporangios” em agua estéril.

2.2 Produtos utilizados

Nos experimentos, foram utilizados fosfitos de potassio, Reforce®™ (240 g
L' de K,0 ¢ 340 g L' de P,0s), da Agrichem do Brasil Ltda e Pepfos” (280 g L™
de K,0 e 420g L' de P,0s), da Pepita Fertilizantes Ltda. Foi utilizado também,
como tratamento padrdo de indugdo de resisténcia, o ASM (Bi0n®, 50% de

acibenzolar-S-metil), da Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda.
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2.3 Efeito dos fosfitos e de Bion" na prote¢iio da videira contra o mildio

Para se avaliar o efeito dos produtos na protecdo das mudas de videira
contra o mildio, foram utilizados os tratamentos com Pepfos® (6mL L),
Reforce® (4,5 ¢ 6,0 mL L'l), Bion® (0,4¢ L'l), além de uma testemunha sem
pulverizagdo. A pulverizacdo dos tratamentos foi realizada com o auxilio de
bomba costal manual, até o ponto de escorrimento, sete dias antes da inoculagao.
A inoculacdo com P. viticola foi realizada com a pulverizagdo foliar da
suspensao de indculo obtido conforme metodologia descrita no item 2.1.

Foram realizadas cinco avaliacdes da severidade do mildio da videira,
em intervalo de sete dias, em seis folhas do ter¢o médio de cada muda,
iniciando-se aos dez dias apos a inoculacdo do patdogeno. A severidade foi
avaliada utilizando-se uma escala com notas variando de “0” (auséncia de
doenga) a “5” (mais de 50% do total da planta com area foliar doente) (Azevedo,
1997). A partir dessas avaliagdes, foi determinada a area abaixo da curva de
progresso da severidade do mildio (AACPSD). Os indices de controle do mildio
foram obtidos por meio da relagdo 1-x/y, em que x representa o indice da doenga
das plantas tratadas e y, o indice de doenca da testemunha (Li et al., 1996).

O experimento foi realizado em delineamento em blocos casualizados,

com trés repetigdes e parcela experim ental de seis plantas.

2.4 Efeito dos produtos na germinacio de esporiangios de P. viticola, in vitro
Foi realizado um ensaio in vitro para se avaliar o efeito toxico dos
produtos testados sobre a germinacdo dos esporangios de P. viticola. Para tanto,
50 uL da suspensdo de indculo e 100 pLL dos produtos utilizados no experimento
in vivo (item 2.3) foram depositados em placas de Petri contendo 10 mL de meio
agar-agua 2%. A testemunha recebeu 50 pL da suspensdo de esporangios e 100
puL de agua destilada estéril. As placas foram mantidas em BOD, sob

temperatura de 25°C, por 24 horas, sob regime de fotoperiodo de 12 horas. Apos
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esse periodo, avaliou-se o numero de esporangios que liberaram zoo6sporos, 200
por placa, com auxilio do microscopio de luz. O ensaio foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. Os resultados

foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey (P <0,05), com auxilio do software Sisvar®.

2.5 Efeito de fosfitos de potassio e Bion® sobre as atividades de enzimas
relacionadas a defesa, deposicio de lignina e contetido de fendis soliveis
totais em mudas de videira

Para determinar a atividade das enzimas peroxidase de guaicol,
polifenoloxidase, quitinase, -1,3-glucanase e os teores de fendis soluveis totais

e de lignina nos tecidos foliares de mudas de videira (obtidas conforme descrito

no item 2.1), foram utilizados os fosfitos de potassio Pepfos® (6mL L) e

Reforce® (4,5 ¢ 6,0 mL L), além do tratamento padrdo indutor de resisténcia

Bion® (0,4g L") e uma testemunha pulverizada apenas com 4gua destilada, todos

inoculados e ndo inoculados com P. viticola. A pulverizagdo foi realizada com

pulverizador manual, até o ponto de escorrimento e a inocula¢do foi realizada
com a pulverizagdo da suspensdo de indculo, como descrito no item 2.1, sete
dias apos a pulverizagdo dos tratamentos. O delineamento experimental utilizado
foi o de blocos casualizados, com quatro repetigdes e parcela composta por duas
plantas por parcela por coleta.

Foram utilizadas quatro folhas do terco médio de cada muda de videira

(duas mudas por coleta), para a quantificacdo das proteinas totais, da atividade

das enzimas e dos teores de lignina e fendis soluveis totais. As folhas foram

coletadas aos 3; 6; 7,5; 8; 10 e 13 dias apds a pulverizagdo. Para a quantificagio

de lignina e de fenois soluveis totais, foram utilizadas plantas coletadas aos 4 e

aos 13 dias apos pulverizacdo. Imediatamente apds cada coleta, as folhas foram
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congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C, at¢é o momento da
maceracao.

Para a quantificagdo de proteinas totais e da atividade das enzimas,
tecidos foliares foram triturados em nitrogénio liquido, com almofariz e pistilo,
até a obtencao de um po fino. Posteriormente, 1g desse pd foi depositado em um
tubo, ao qual se adicionou o tampao acetato de s6dio S0mM pH 5,2 (10mL de
tampao para cada grama de amostra) e homogeneizou-se, por 10 segundos, em
agitagdo. Apods esse processo, a suspensdo foi centrifugada, a 12.000g por
15minutos (0°-4°C) ¢ o sobrenadante foi utilizado como fonte enzimatica.

As proteinas soliveis contidas nos extratos foram aferidas com base no
ensaio de Bradford (1976), utilizando-se um padrio de albumina sérica bovina
(BSA).

A atividade de peroxidases de guaiacol (POX) foi determinada pela
adicdo de 25uL do extrato enzimatico, ajustado para 2mL de solug¢do contendo
900uL de acetato de s6édio 50 mM pH 5,2, 500uL de guaiacol 20mM e 500uL
peroxido de hidrogénio 60mM. Apds incubagdo a 30°C, por 10minutos, a
absorbancia foi medida em espectrofotometro, a 480nm (Urbanek et al., 1991).
Uma unidade POX foi expressa como variagdo de 1 ODygy por miligrama de
proteina solavel por minuto (UA mgP™". min™).

A atividade de polifenoloxidase (PPO) foi determinada pela adi¢ao de
50uL do extrato enzimatico a 3 mL de uma solugdo contendo tampao fosfato de
potassio 100 mM, pH 6,5, e 25 nM de catecol. Apds incubagdo a 30°C, por 10
minutos, a absorbancia foi medida a 410 nm (Gauillard et al., 1993).

A atividade de quitinase (CHI) foi determinada pela adi¢do de 100uL do
extrato enzimatico ajustado para 320pL de uma solugdo com acetato de sddio
50mM pH 5,2 e 70uL de CM-Chitin-RBV (2mg mL™'; um substrato especifico
para quitinase fornecido por Loewe Biochemica GmbH), em microplacas de 96

cavidades, com volume de 350uL por cavidade. Apés incubagédo a 35°C, por 120

46



minutos, as amostras foram acidificadas com 50uL de HCI 0,5N, resfriadas em
banho de gelo por 10 minutos e centrifugadas (1.450g, por 10min), a 4°C. Uma
aliquota de 200uL do sobrenadante de cada amostra foi transferida para nova
microplaca, para leitura em 492nm, em um leitor ELISA-compativel (Wirth &
Wolf, 1990). A atividade CHI foi expressa pela variagdo de 1 ODyy por
miligrama de proteina soliivel por minuto (UA mgP™' min™).

A atividade da B-1,3-glucanase (GLU) foi determinada de modo anélogo
ao da quitinase, apenas com substituicdo do substrato para CM-Curdlan-RBB (4
mg mL™'; Loewe Biochemica GmbH).

Para a determinacdo dos teores de fendis soliiveis totais e de lignina,
tecidos foliares foram triturados em nitrogénio liquido, com almofariz e pistilo,
até a obtencao de um po6 fino. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas por
16 horas. Uma aliquota de 30mg do material liofilizado foi transferida para
microtubo de 2mL, homogeneizada com 1,5mL de metanol a 80% e mantida sob
agitacdo, por l6horas, em agitador rotativo, protegido da luz a temperatura
ambiente. A suspensdo foi centrifugada, a 12.000g, por Sminutos. O
sobrenadante foi transferido para novo microtubo, com o qual se realizou a
determinacdo de fenois soliveis totais, enquanto o residuo solido foi utilizado
para a determinagao de lignina soluvel.

Para a determinagdo dos teores de fendis soluveis totais, aliquotas de
150uL do extrato metandlico foram misturadas a 150uL. do reagente de Folin-
Ciocalteau 0,25N, por 5 minutos, homogeneizadas com 150uL de Na,CO; 1M,
por 10 minutos e diluidas com 1mL de dgua ultrapura, a temperatura ambiente,
por uma hora. Os valores de absorbancia desta reacdo foram determinados, a
725nm, em espectrofotdmetro e calculados com base em curva de catecol (0-
100ug mL™). Os compostos fendlicos totais foram expressos em equivalente pg

de catecol por miligrama de massa seca (Spanos & Wrolstad, 1990).
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Para a determinagdo de lignina soluvel, foi adicionado ao residuo sé6lido
1,5mL de agua, homogeneizando-se e centrifugando-se, 12.000g por Sminutos, a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o residuo foi seco, a 65°C, por 15 horas.
Posteriormente, acrescentou-se 1,5mL de solugdo de acido tioglicélico:HCl 2M
(1:10). Em seguida, agitaram-se suavemente os microtubos, para hidratar o
residuo e estes foram colocados em banho-maria, em fervura, por 4 horas.
Posteriormente, os microtubos foram centrifugados, a 12.000g, por 10 minutos,
a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1,5mL de agua
ultrapura e novamente centrifugado, a 12.000g, por 10 minutos, a 4°C. A seguir,
o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 1,5 mL de
NaOH 0,5M e mantido em agitador rotativo, por 15 horas, a temperatura
ambiente. A mistura foi centrifugada a 12.000g, por 10minutos, a 4°C e o
sobrenadante transferido para novo microtubo, ao qual foram adicionados 200
uL de HCI concentrado. A suspensao obtida foi mantida em camara fria (4°C),
por 4 horas, para permitir a precipitagdo da lignina ligada ao acido tioglicolico.
A seguir, a mistura foi centrifugada a 12.000g, por 10 minutos, a 4°C, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 2mL de NaOH 0,5M. A
absorbancia desta solug¢do foi determinada em espectrofotdmetro, a 280nm ¢ os
valores calculados com base na curva de lignina solavel (0-100pg mL™) e
expressos em g de lignina soliivel por miligrama de massa seca (Doster &

Bostock, 1988).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito dos fosfitos e de Bion" na proteciio da videira contra o mildio

Todos os produtos testados, fosfitos ¢ Bion®, proporcionaram redugio
significativa na AACPSD em relagdo a testemunha. Entretanto, os tratamentos
com fosfitos de potassio proporcionaram menores AACPSD, ndo diferindo entre
si, mas diferindo do tratamento com o Bion®. O controle do mildio em mudas de
videira proporcionado pelos fosfitos variou entre 81,48% e 76,03%, sendo o
maior controle proporcionado pelo Pepfés®. O tratamento com Bion®”
proporcionou controle intermediario (29,57%) (Tabela 1). Analisando-se o
progresso do mildio no decorrer das avaliagdes (Figura 1), observa-se que os
fosfitos proporcionaram menor severidade, comportando-se de forma
semelhante e destacando-se dos demais tratamentos, Bion® e testemunha. Essa
baixa severidade, proporcionada pelos fosfitos, se manteve até a ultima
avaliacdo, aos 45 dias apds a pulverizagdo (Figura 1).

Wordell Filho et al. (2007) observaram que acibenzolar-S-metil (5g/L) e
fosfitos de potassio (250mL/L) proporcionaram controle intermediario do mildio
da cebola (Peronospora destructor), tendo os fosfitos propiciado um atraso da
doenga no campo, quando comparados aos demais tratamentos. Estes resultados
sdo similares aos obtidos neste trabalho, pois, além de os tratamentos utilizados
proporcionarem controle do mildio da videira, nas plantas tratadas com fosfitos
foi possivel observar um atraso da doenca quando comparadas aos demais
tratamentos. Sonego & Garrido (2005) mostraram que fosfitos de potassio,
independente do tempo de aplicagdo, semanal ou quinzenalmente, reduziram a
incidéncia do mildio em folhas de videira cv. Merlot de forma similar a redugéo

da doenga proporcionada pelo fungicida utilizado.
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3.2 Efeito dos fosfitos de potassio e de Bion® na germinacio de esporingios
de P. viticola, in vitro

Para o teste in vitro, todos os tratamentos apresentaram porcentagem de
germinacdo de esporangios estatisticamente diferente da testemunha (52,7%); no
caso dos fosfitos de potassio, intermediaria entre 22,3% e 31,3%, sendo a maior
inibi¢io de germinagdo proporcionada pelo Pepfos®. O Bion®, embora tenha
diferido estatisticamente da testemunha, propiciou baixa inibicdo de germinagao
de esporangios de P. viticola (Tabela 1), mostrando que ndo apresenta efeito

direto sobre o patogeno.

TABELA 1 Efeito dos tratamentos na area abaixo da curva de progresso da
severidade (AACPSD), no controle do mildio nas folhas de videira
cv. Merlot, in vivo e na germinagdo de esporangios, in vitro.

Tratamentos in vivo - in vitro —
AACPSD  Controle (%) Germinagdo (%) Inibigdo (%)
Pepfos” (6,0 mL L™) 113 a 81,5 223a 57,7
Reforce® (4,5 mL L) 176 a 71,2 27,3 ab 482
Reforce®™ (6,0 mL L) 146 a 76,1 31,3 ab 40,6
Bion® (0,4 g L") 431b 29.6 350b 33,6
_Testemunha 612¢ .. St 220 e SRR

CV 18,42 931

Médias com mesma letra na coluna néo diferem, pelo teste Tukey (P<0,05).
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FIGURA 1 Efeito dos tratamentos no progresso da severidade do mildio da
videira cultivar Merlot. As avaliagdes foram realizadas em
intervalo de sete dias. Tratamentos: Pepfos® (6 mL L), Reforce®™
(4,5 mL L), Reforce” (6 mL L"), Bion” (0,4 g mL L") e
testemunha sem pulverizagao.

3.3 Efeito de fosfitos de potassio e de Bion® sobre atividades de enzimas
relacionadas a defesa, deposicdo de lignina e conteudo de fendis soliveis
totais em mudas de videira

As peroxidases de plantas participam de diversos processos fisiologicos,
dentre eles a formacgdo de lignina e sdo frequentemente utilizadas como

marcadores enzimaticos para os estudos da SAR (Rasmussen et al., 1995). A

atividade desta enzima, com freqii€ncia, aumenta em resposta aos estresses, ao

ataque de patogenos e aos tratamentos com indutores, sendo a protecdo celular
contra reagdes oxidativas também uma das suas principais fungdes (Anterola &

Lewis, 2002).
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No presente trabalho, até os 7,5 dias apos a pulverizagao (DAP), nédo foi
observada atividade diferencial da peroxidase (POX) em plantas tratadas com
fosfitos ou com Bion®, em relagdo & testemunha (Figura 2 A-D). Apés os 7,5
DAP, em plantas tratadas com fosfitos e Bion®, observou-se aumento na
atividade da POX em relagdo a testemunha. O Bion® proporcionou aumento na
atividade de POX aos 8 DAP, enquanto que, para esse tratamento, em plantas
inoculadas, maior atividade também foi observada aos 8 DAP, mantendo-se alta
at¢ os 10 DAP (Figura 2A). Plantas tratadas com os fosfitos revelaram
comportamento semelhante ao daquelas tratadas com Bion®, apresentado um
aumento na atividade de POX aos 8 DAP, que se manteve alta até os 13 DAP
(Figura 2B, C e D).

A pulverizagio das mudas de videira com o Bion® ndo promoveu
aumento na atividade de polifenoloxidase (PPO) (Figura 2E), entretanto, para os
tratamentos com fosfitos, Pepf(’)s® e Reforce®, nas duas doses utilizadas, foi
observado aumento da PPO a partir dos 10 DAP (Figura 2F, G e H).

Quitinases e PB-1,3-glucanases sdo enzimas que estdo relacionadas a
protecdo de plantas a patdgenos em varios patossistemas (Pieterse et al., 2001).
A quitinase e a [-1,3-glucanase apresentam agdo direta contra patdgenos,
degradando a parede celular, com o objetivo de impedir o estabelecimento do
patégeno na planta. Neste processo, polimeros de N-acetilglucosamina e B-1,3-
glucana, provenientes da parede celular de fungos ou bactérias, degradados por
estas enzimas, podem funcionar como eliciadores e ativar outros mecanismos de
defesa (Okinaka et al., 1995).

Nao foi observado aumento significativo na atividade de quitinase (CHI)
em mudas de videira tratadas com Bion® até os 13 DAP, época da tltima
avaliagio (Figura 3A). O tratamento com o Pepfés®, sem inoculagio,
proporcionou aumento da atividade de CHI a partir dos 10 DAP, enquanto o

mesmo tratamento, seguido de inoculacdo, apresentou maior atividade aos 13
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DAP (Figura 3B). Os tratamentos com o Reforce®, 6 e 4,5 mL L', apresentaram
atividade similar, com aumento a partir dos 7,5 DAP, voltando ao nivel das
testemunhas aos 13 DAP, exceto pelo Reforce®, na dose de 4,5 mL L' (Figura
3C e D). Nao foi observado aumento significativo na atividade de f-1,3-
glucanase, proporcionada pelos tratamentos, pois todos apresentaram

comportamento semelhante a atividade observada nas testemunhas.
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FIGURA 2 Atividade de peroxidase de guaiacol (A, B, C e D) e polifenoloxidase (E,
F, G e H) em folhas de mudas de videira ‘Merlot’, apos tratamentos com:
Bion® — acibenzolar-S-metil; fosfitos de potassio, Pepfos® (6 mL L) e
Reforce® (4,5 ¢ 6 mL L), em comparagio com a testemunha. A
inoculagdo com P. viticola (Pv) foi realizada sete dias ap6s a pulverizagao.
Barras indicam desvio padrao da média.
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FIGURA 3 Atividade de quitinase (A,B,C e D) e B-1,3-glucanase (E, F, G ¢ H) em folhas de mudas
de videira ‘Merlot’, ap6s tratamentos com: Bion® — acibenzolar-S-metil; fosfitos de
potéssio, Pepfos® (6 mL L) e Reforce® (4,5 ¢ 6 mL L"), em comparagdo com a
testemunha. A inoculagdo com P. viticola (Pv) foi realizada sete dias apds a
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O acumulo de compostos fendlicos e lignina pode estar relacionado com
componentes estruturais das reacdes de defesa de plantas a patogenos
(Moerschbacher et al.,, 1988). Compostos fenolicos sdo conhecidos como
substancias fungitoxicas e, em alta concentragdo nas células, podem ser
oxidados a quinonas, constituindo componentes de defesa do vegetal contra
fatores externos (Nicholson & Hammerschmidt, 1992). Mudas suscetiveis de
Eucaliptus marginata, tratadas com fosfito e inoculadas com P. cinnamomi,
apresentaram elevada atividade de enzimas envolvidas na resposta de defesa,
incluindo fenilalanina amoénia liase (FAL), coumarato coenzima A ligase (4-
CL), cinamil alcool desidrogenase (CAD) e, consequentemente, a eclevada
sintese de compostos fenolicos (Jackson et al., 2000). Daniel & Guest (2006)
observaram, em arabdopsis cultivadas em meio contendo fosfito de potassio, 6
horas apo6s inoculagdo com P. palmivora, achmulo de compostos fendlicos no
local de infec¢do e, 48 horas ap6s a inoculagdo, esses compostos estavam
concentrados ao redor das células infectadas. Nojosa (2003), trabalhando com
fosfito de potassio, observou maior lignificagdo em folhas de mudas de cafeeiro
tratadas com esse produto, sem inoculag@o e inoculadas com Hemileia vastatrix.

No presente trabalho, os teores de fendis soluveis totais ndo foram
influenciados pelos tratamentos, com fosfitos e Bion®, em nenhuma das épocas
avaliadas, aos 4 e¢ aos 13 DAP (Tabela 2). Aos 4 DAP, ndo foi observado efeito
significativo dos tratamentos, fosfitos e Bion®, nos teores de lignina. Entretanto,
aos 13 DAP, em plantas tratadas com o Bion®, seguido ou ndo de inoculagio
com P. viticola ¢ em plantas tratadas com Reforce® (6 mL L), seguido de
inoculacdo, foi observado aumento nos teores de lignina. Os demais tratamentos
ndo proporcionaram aumento significativo em relagdo as testemunhas (Tabela

2).
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TABELA 2 Teor de lignina solivel (ug mg”' MS™) e de fenéis soliveis totais
(ug de catecol mg”' MS™), em folhas de mudas de videira ‘Merlot’,
apos tratamentos com: Bion® — acibenzolar-S-metil e fosfitos de
potassio, Pepfos® (6 mL L') e Reforce® (4,5 ¢ 6 mL L) e
testemunha. A inoculacdo com P. viticola (Pv) ocorreu sete dias
apos pulverizagao.

Fendis solaveis totais (ug mg'  Lignina soluvel (ug mg
MS™) MS™)
Tratamentos : : PR
Dias apos pulverizagio
4 13 4 13

Bion® 0,77 a 0,77 a 11.0a 24,00 a
Bion® + Py 0,79 a 21,67b
Pepfos® 0,79 a 0,65 a 10.0a 18,33 ¢
Pepfos® + Pv 0,81 a 19,67 ¢
Reforce® 4,5 0,76 a 0,76 a 13.3a 20,00 ¢
Reforce ®4,5 +

Pv 0,80 a 20,33 ¢
Reforce® 6,0 0,78 a 0,77 a 93a 21,33 b
Reforce® 6,0 +

Pv 0,77 a 18,33 ¢
Testemunha 0,75 a 0,77 a 100 a 20,00 ¢
Testemunha +

Pv 0,79 a 20,67 ¢

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem, pelo teste de Scott Knott (P < 0,05).

O tratamento com Bion® proporcionou controle intermediario do mildio
e apresentou baixa toxidez direta. Esse controle, possivelmente, ocorreu pela
ativacdo de respostas de defesa nas mudas de videira como aumento da atividade
de POX e nos teores de lignina. Cavalcanti et al. (2007) observaram que plantas
de tomates tratadas com ASM apresentaram pico na atividade de POX aos 9 dias
apés a pulverizacdo (DAP). Ribeiro Junior (2008) observou aumento na
atividade de POX proporcionada por Bion® aos 11 DAP, sendo este aumento
mantido até os 14 DAP, tanto para mudas de café inoculadas com C. coffeicola

quanto para ndo inoculadas. Este mesmo autor relata que o ASM ndo
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proporcionou aumento significativo no teor de lignina nas mudas de café
avaliadas.

Os fosfitos proporcionaram maior prote¢do das mudas de videira contra
o mildio. Entretanto, além de apresentarem toxidez direta, propiciaram maiores
atividades de peroxidase, polifenoloxidase e quitinase. A atuagdo dos fosfitos
ainda ndo foi totalmente elucidada, porém, alguns trabalhos demonstraram efeito
fungicida, atuando diretamente sobre patdgenos (Fenn & Coffey, 1984),
enquanto outros afirmam que fosfitos possuem a propriedade de estimular a
formagdo de substiancias naturais de autodefesa da planta, protegendo-a do
ataque de fungos (Dercks & Creasy, 1989).

Fosfitos tém sido muito utilizados para o controle de oomicetos, pois, na
forma de sal de potassio, apresentam ac¢ao semelhante a do Fosetyl-Al, fungicida
muito recomendado para o controle de Pythium e Phytophthora. Esse fungicida
¢ constituido por trés moléculas de etil fosfonato ligadas ao aluminio, que
neutraliza suas cargas negativas. A partir da hidrélise do etil fosfonato, o fosfito
¢ liberado, conferindo a planta a protecdo contra fungos patogénicos. Processo
analago parece ocorrer para o fosfito de potassio. Em Phythophthora, o fosfito
de potassio causa acumulo de fosforo nas formas de polifosfato e pirofosfato e,
assim, a reduc@o da doenga esta relacionada ao metabolismo do pirofosfato, pois
ele interfere em varias vias metabolicas essenciais ao crescimento fingico
(Nojosa et al., 2005).

Diversos sdo os trabalhos envolvendo fosfitos no controle de doencas de
plantas. Jackson et al. (2000) observaram redu¢do do desenvolvimento de lesoes
em folhas de eucalipto tratadas com fosfitos de potdssio e inoculadas com
Phytophthora cinnamomi. Observaram, ainda, que, aos dois e cinco dias apds a
pulverizagdo com fosfitos, as plantas inoculadas com o patégeno apresentaram
aumento no teor de fenodis soliveis totais. Além disso, os fosfitos inibiram o

crescimento micelial do patégeno, apresentando efeito direto e indireto por meio
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da indug@o de respostas de defesa no hospedeiro. Estes resultados corroboram os
obtidos neste trabalho, pois, os fosfitos de potassio, além de atuarem
diretamente, reduzindo a severidade e a porcentagem de germinagdo do mildio
em folhas de videira, também induziram respostas de defesa no hospedeiro, por
meio do aumento da atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e
quitinase.

Plasmopara viticola ¢ um fungo classificado como sendo da classe dos
oomicetos e, assim, ndo apresenta quitina na sua parede celular, e sim celulose
(Agrios, 2005). Dessa forma, o incremento na atividade de quitinase, induzido
pelos fosfitos na folhas de videira, ndo apresenta efeito sobre esse patogeno,
porém, o aumento dessa proteina relacionada a patogénese mostra-se importante
no combate a outros patdégenos da videira, uma vez que sua acdo ¢ por meio da
atuacdo direta sobre fungos que possuem quitina na parede celular.

De acordo com Thao & Yamakawa (2009), a acdo dos fosfitos pode ser
direta nos patéogenos fingicos ou indireta, estimulando respostas de defesa da
planta contra patdgenos. Esse estimulo pode ocorrer por meio da inoculagdo do
patégeno no hospedeiro, no intervalo de 1 a 7 dias apds a pulverizagdo dos
tratamentos, pois assim ocorre a indugdo da resisténcia sistémica adquirida
(SAR) nas plantas (Baysal et al., 2005). Magarey et al. (1990) relataram a
eficacia do acido fosforoso, por meio da reducdo da incidéncia de mildio em
plantas de videira, quando aplicado trés dias antes da inoculagdo com o
patogeno, sendo essa protec¢ao obtida até 13 dias, devido a redugo da area foliar
afetada, em compara¢do com testemunhas. Os mesmos autores observaram,
ainda, que esporangios desenvolvidos a partir de folhas pulverizadas com
fosfito, até os 17 dias pds-infec¢do, tiveram a viabilidade reduzida, o que levou a
reducdo do potencial para desenvolver epidemias. Esse fato pode ter ocorrido no
presente trabalho, pois as plantas tratadas com fosfitos, quando comparadas com

a testemunha, apresentaram aumento na incidéncia da doenca somente apods a
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segunda avaliacdo, aos 24 dias apos a infecg¢do. Assim sendo, esporangios
podem ter tido a viabilidade reduzida até esse periodo, retardando a epidemia
(Figura 1).

Os fenomenos de resisténcia induzida podem estar associados a um
aumento na capacidade para uma rapida e efetiva ativagao de respostas de defesa
celular, a qual ¢ induzida apenas ap6s o contato com o patdgeno desafiador,
processo este chamado priming (Conrath et al., 2002). Neste trabalho, além de
os fosfitos de potassio aumentarem o teor de POX e PPO nas plantas de videira,
foi observado também o efeito priming, pois, em plantas tratadas com os
indutores e inoculadas com P. viticola, ocorreu um aumento da atividade de
POX no momento da inoculagdo (7 DAP).

Varios sdo os eliciadores capazes de induzir respostas de defesa em
plantas de videira. Godard et al. (2009) observam aumento na atividade de POX
em folhas de Vitis vinifera cv. Chasselas, pulverizadas com extrato de raiz de
Rheum palmatum e extrato da casca de Frangula alnus, 3 e 6 horas apods a
inoculagdo com Plasmopara viticola. Aziz et al. (2006) observaram que folhas
de videira cv. Chardonnay, quando pulverizadas com quitosana nas doses 0, 100,
200 e 300 ug/mL, apresentaram aumento nas atividades de CHI e f-1,3-
glucanase, dez horas apds a pulverizacdo, sendo o pico de atividade dessas
enzimas obtido 24 horas apds a pulverizagdo e mantido pelas plantas por, pelo
menos, até 48 horas.

O controle do mildio por meio dos fosfitos se deve a uma agdo tanto
direta, por toxidez, como pela ativacdo destas e de outras enzimas de defesa e,
até mesmo, de fitoalexinas. A exploracdo dos mecanismos de defesa endogenos
das plantas para o controle de doencas associado a acdo toxica direta a
patégenos torna os fosfitos uma boa alternativa no controle de doengas de

plantas. Além disso, os fosfitos, sendo menos téxicos ao ambiente e a0 homem,
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certamente contribuirdo para a producdo de uvas e seus derivados de melhor
qualidade, a serem oferecidos ao consumidor.

Naturalmente, mais investigacdes devem ser realizadas para elucidar o
efeito desses produtos na ativagdo de outras repostas de defesa em videira, tais
como a producdo de fitoalexinas (resveratrol e outros estilbenos), bem como o
estudo da expressdo de genes que codificam para a sintese desses metabolitos
secundarios, além de verificar o efeito dos fosfitos em outros parametros da

producdo e da qualidade da matéria-prima para elaboracdo de vinhos.
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4 CONCLUSAO

Os fosfitos de potéssio controlaram a doenga nas folhas de videira, além
de inibirem da germinacdo dos esporangios de P. viticola e de promoverem o
aumento nas atividades de peroxidase, polifenoloxidase e quitinase.

O ASM ndo apresentou resultados satisfatérios para o controle da
doenga e para germinacdo de esporingios, apesar de ter propiciado maior
atividade de peroxidase e aumento no teor de lignina nas mudas de videira
durante o periodo de avaliagdo.

Fosfitos podem ser uma alternativa para o manejo integrado do mildio

da videira, diminuindo problemas de toxidez ao homem e a0 meio ambiente.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os fosfitos tém se tornado importantes no manejo de doengas, pois, além
da atuagdo direta e indireta no patégeno, sdo menos toxicos ao ambiente, ao
homem e contribuem para a geragdo de produtos com maior qualidade.

No presente estudo, os fosfitos proporcionaram menor severidade do
mildio da videira no campo, além de induzirem respostas de defesa na planta.
Para a regido de Caldas, MG, local onde foram conduzidos os experimentos de
campo, notou-se melhor protecdo das videiras quando foram utilizados fosfitos
de potassio na dose de 6mL/L. Foi possivel notar que os produtos utilizados que
apresentavam maiores dosagens de K,O e P,Os nas suas formulagdes
proporcionaram melhor controle da doenga nos cachos.

Porém, mais estudos devem ser realizados visando a aplicagdo de
fosfitos em mistura ou alternados com fungicidas e para o controle de outros
patogenos da videira. Além disso, novas pesquisas poderdo elucidar o efeito
desses produtos na ativagao de outras respostas de defesa em videira, tais como a
producdo de fitoalexina (resveratrol), bem como o estudo da expressdo de genes
que codificam para a sintese desses metabodlitos secundarios e a interferéncia de

fosfitos de potassio na qualidade de vinhos.
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