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Quitosanas e doencas do lenho da videira:
estudos laboratoriais e no vinhedo, resultados

surpreendentes

O potencial das quitosananas para o controlo das doengas do lenho
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da videira (DLV) foi investigado no &mbito de uma parceria piblico-
privada. Foram realizados testes in vitro, experiéncias de eficécia
no vinhedo e andlises laboratoriais, para compreender o seu
modo de agdo. In vitro, as quitosanas de pequeno peso molecular
(PM), as mais soltveis, foram frequentemente as mais eficazes. No
vinhedo, os melhores desempenhos foram aqueles com PM médio,
em particular os cloridratos de quitosana, formando uma pelicula
protetora. Estes podem ser usados como penso das feridas de poda,

corte ou curetagem.

A quitosana é um produto natural extraido da quitina das paredes de
fungos, das conchas de crusidceos ou insetos. E utilizado em muiios
dominios [medicina, fratamento de dguas residuais, cosméticos, etc), :
: quitosana (fungo, crustéceo ou inseto) ndo pareceu fer qualquer influéncia

incluindo a enclogia'. Na prote¢do de culturas, a quitosana também

¢ conhecida pelas suas propriedades antivirais, antibacterianas,
antifingicas e por confribuir para as defesas naturais das plantas?. No
entanto, o seu modo de agdo no combate direto de pragas vegetais ainda : [variagdo de 5 a 130 kDa (Tabela 1).
¢ pouco compreendido. Nas videiras, a quitosana de origem fungica :

¢ uma substancia bésica aprovada como elicitora dos mecanismos de : TABELA 1. Hfeito das quitosanas, de diferentes origens, testadas in vifro na dose de 1% sobre o

: crescimento micelial de £. fata e P chlamydospora. Na maioria das vezes, os produtos foram testados
: duas ou frés vezes.
videira, foi realizado um esfudo de parceria desde 2016. Assim, foram :

avaliadas 23 quitosananas, mas apenas 16 foram submetidas a varios
fesfes: 7 quitosanas extraidas de crustaceos (OCe3, Ce20, Ca50, J80,
S674 e dois cloridratos de quitosana, HA e HS), 5 de fungos [OF3, :
Fda30, LF43, F329 e cloridrato de quitosana HY0) e 4 de insefos (OY5,
Y40, Y350 e YQ03). As lefras identificam as quitosanas, os nimeros :

defesa da planta. Para melhor compreender a variabilidade na eficécia
das quitosananas e identificar o melhor candidato para a utilizagéo na

indicam o seu PM (kDa) quando conhecido.

In vitro: mais leve, mais eficaz!

A capacidade das quitosananas inibirem o crescimento micelial de dois
fungos patogénicos, implicados em doencas do lenho (Futypa lata, :
eulypiosis e Phaeomoniella chlamydospora, escal), foi avaliada pela :
primeira vez em laboratério. Uma vez que apenas oligoquitosanas e
cloridratos s@o soltveis em égua, foi desenvolvido um método original :

(Figura 1).

Amostra de controlo

Chlorhydate HA (3 doses)
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da coldnia micelial, e comparando-a com o de uma amostra controlo ndo tratada.

agente patogénico, apresentaram consistentemente os menores niveis de
eficacia. Por outro lado, as melhores percentagens de eficacia foram
observadas com oligoquitosanas (menor PM < a 5 kDa). A origem da

nos niveis de eficdcia. Assim, os melhores candidatos contra esses dois
fungos patogénicos foram oligoquitosanas e quitosanas com PM médio

) Fficdcia (%)
Quitosans E lota P chlomydospora
0Ce3 1000 57+18
(e20 91 75
(A50 85+3 783
(rustdceos 180 35 46
HA* 921 46 =22
SH* 90 +3 437
S674 00 3+4
0F3 1000 5911
FDA30 87 41
Fungo LF43 87+5 69 +24
H90 86+6 45+ 24
F329 4+6 5+7
0Y5 921 74 =17
Inselo Y40 901 6228
Y350 2+3 00
: Y903 23 18+6
© *PM desconhecido

: No vinhedo: mais leves, menos eficiazes!?

. Desde 2016, experiéncias em vinhedos permitiram avaliar a capacidade
* da quitosana em proteger feridas de poda confra doengas do lenho,
: de acordo com o método oficial CEB n°155° 4, baseado em infecdes
© artificiais. A eficacia é avaliada de acordo com as taxas de infecdo das
: feridas (30 vides por produto) e pela quantidade dos foros de madeira
 infetados por ferida (25 toros analisados por vide], em comparagdo com
* uma amostra controlo ndo tratada.

FIGURA 1. llustraio do método original ufilizado para testar quitosanas. Uma aliquota de 300yl ¢ :
deposifada no centro e na superficie de um meio dgar numa placa de Petri. Apds a secagem, um pellet de
micélio & colocado no centro do circulo que contém o produto. A eficdcia é calculada medindo o ditmefro

O [F43 [fungicol foi o primeiro a ser festado no vinhedo, confra E. lafa
[2016, 2017) e P. chlamydospora (2017). Utilizado como medida
preventiva, afravés da aplicagdo por pincelada em feridas de poda na

. dose de 30%, o LF43 foi ineficaz contra P. chlamydospora, mas muito
. eficaz contra Eutypa lata (71% e 77% de eficacia em 2016 e 2017,
Para as 3 concentracdes testadas (0,05; 0,2 e 1%), as quitosanas S674,
F329, Y350 e Y903, de PM alto (> 300 kDa), independentemente do :

respefivamente). Infelizmente, a propensdo do produto a rachar & medida
que seca e o seu custo, desencorajaram esfudos mais aprofundados.

w0,
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TABELA 2. Resultados de experiéncias criados como medida preventiva no vinhedo em 2018,
2019 & 2021 para avaliar a eficdcia preventiva de diferentes quitosanas.

Evtypa lata Phaeomoniella chlamydospora
1786 conidios inoculados (2018)
1960 conidios inoculados (2019)

Taxa de infecdo

215 ascdsporos inoculados (2018)

355 ascasporos inoculados (2019)

Experiéncias d
0010 Taxa de infecdio

2018 ¢ 2019
¢ Eficdcia (%) Eficacia (%)
Feridas de Toros™ Feridas de Toros™
odo * 0103 oot * 0108
P n=750@0x25) M =750 (30x25)
Amostra controlo
inoculoda (2018 - 80°—83,3° 21,2-329 96,6 —100¢ 47,3-50,8
2019)
0Ce3 pulverizado a 60° 16,1 NS 86,7 38 NS
5% (2018) 25 40,7 10,2 19,7
0Ce3 pulverizado a 83,3¢ 36,4 NS 96,7 47,7 NS
10% (2019) 0 0 33 6
0Ce3 pulverizado a 86,7 @ 34 NS 93,3¢ 4478
15% (2019) 0 0 6,7 12,1
H90 10% pincelado 33.3b 13,88 33,30 89S
(2019) 60 57,9 66,7 82,4
Futypa lata Phaeomoniella chlamydospora
Experiéncia 431 ascospores inoculées 1965 conidies inoculées
2021 Feridas de Toros™* Feridos de Toros™
odo * 0103 oot * 0108
P n=750@0x25) PR =750 (30x25)
Amostra controlo 6330 ” 88e 23
inoculoda
HA pulverizado 24,10 6,9 HS 75 b 13,6 NS
a2% 61,8 68,6 14,8 44,2
) 23,3% 1,1 THS 76,9% 15,8 NS
HA pincelado a 5% 63,2 95,2 12,6 34,8

3 repetigdes de 10 feridas)

** Para toros de madeira (25 examinados por ferida de poda), os resultados foram diidides em : Concluséo
3 clusses de acordo com a quantidade de toros infetados por ferida: [0-5], [6-10], [11-25]. As :
distribuicdes sto entdo comparadas por um teste de comparagdo de distribuicdo % Cada modalidade
tratada foi comparada com o controlo inoculado nido Hratado. NS = ndo signficafivo; S = sgnificafive ; demonsfrado que as - oligoquitosanas  finham ‘um bom  potencial de
* confrolo confra dois fungos pafogénicos do lenho, foram as quitosanas,
¢ em particular, devido & sua solubilidade em dgua, as que foram as mais
: capazes de profeger feridas de poda no vinhedo, com eficdcia média
i de 57% em E. lata para HA aplicado por pincelada (2 experiéncias em
: 2021). A medida que o cloridrato seca e provavelmente se aglomera,
: parece ser capaz de reter esporos que se podem insfalar na superficie
* das feridas. Atuaria como um penso, pelo que o seu modo de agdo
¢ seria sobrefudo fisico, mais fungistético do que fungicida. Poderia
¢ impedir que varios fungos patogénicos ascomicetos, caracterizados por
¢ grandes esporos, e basidiomicefos penetrassem no lenho, protegendo
* assim feridas de poda ou corte, ou mesmo videiras curetadas, para
¢ evitar reinfecdes muito rapidas. Deve notarse que ndo foi observada
* foxicidade com este produfo no esiudo. Este frabalho foi objeto de um
: pedido de patente francés sob o nimero FR2004922. Mas ainda ndo
¢ estd disponivel qualquer formulaggo.

(o0 = 5%); SH = Altamente significativo (o = 1%); THS = muito significativo (o = 0,1%).

FIGURA 2. Ferida de poda Cabernet Sauvignon tratada com aplicagdo por pincelada de cloridrato

de quitosana. Fotografia tirada imediatamente apds a aplicacdo.

A escolha recaiu enfdo pela oligoquitosana OCe3, que apresenia um :
bom desempenho in vitro, e cloridrato de H90, em base exploratéria :
(Tabela 2). Testado em 2018 e 2019, em doses de 5, 10 e 15%, :
o OCe3 ndo reduziu suficientemente as infecdes de feridas de poda :
com E. lata e P. chlamydospora (eficacia ainda inferior a 25%). Este
resuliado foi muito surpreendente em termos de testes in vitro [boa :
eficécial. Por outro lado, o H90, aplicado em 2019 a 10%, controlou :
significativamente as infegdes dos 2 agentes patogénicos (respefivamente
60% e 58% de eficdcia na poda de feridas e toros com E. lata, e 67% :
e 82% de eficacia com P chlamydospora). Enquanto a alta viscosidade
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¢ do cloridrato dificultava a aplicag@o por pulverizagéo, quando aplicado
: por pincelada, formava uma barreira protetora (Figura 2).

: Uma nova experiéncia foi realizada em 2021 com cloridrato de HA,
. aplicado preventivamente por pulverizag@o (P) a 2%, ou por pincelada
¢ (B) a 5% (Tabela 2). Com E. lata, o HA reduziu significativamente as
* infecdes (eficacia de 62% em P e 63% em B). Este efeito foi confirmado
i em relacdo ds taxas de toros infetados por ferida: 68% de eficacia em P e
¢ 95% em B. Com P. chlamydospora, o HA néo reduziu significativamente
i as infecdes da ferida (14% e 12% de eficacial). Por outro lado, em
: relagGo as taxas de foros infetados com o agente patogénico, o efeito do
¢ produto pareceu ser melhor: 44% em P e 34% em B, mas ndo confirmado
: estatisticamente. Esta diferenca de eficacia, dependendo da aplicagdo
i e do fungo estudado, sugeriv um efeito barreira cuja eficdcia estaria
¢ relacionada com a PM e solubilidade do produto, e ao tamanho dos
¢ esporos depositados na pelicula protetora gerada pelo produto apés a
¢ sua aplicacdo.

: Investigando o modo de acao do cloridrato
: de quitosana

i Para compreender melhor o contraste dos resuliados entre os ensaios
S in vifro e in vivo, foi realizado um estudo adicional: também derivado
¢ do método CEB 155, corfando os tecidos subjacentes das feridas em
¢ dez anilhas de cerca de 1 mm de espessura. Este méfodo permite ver a
: que profundidade os fungos se instalam. Seis férmulas, todas doseadas
:a 5%, foram aplicadas por pincelada, como medida preventiva, em
. feridas de poda: oligoquitosanas OF3 e OCe3, quitosanas, LF43 e
: Cab0 e cloridratos, HP0 e HS. Os resuliados mostraram eficacia tofal
: de H9O e HS (100%) contra E. lata e P. chlamydospora, os produtos
: que impedem a penefragdo de esporos abaixo da superficie da ferida.
¢ As quitosanas LF43 e Ca50 mostraram efeitos moderados (43-60% de
¢ eficacial contra E. lata, e nenhum efeito contra P. chlamydospora. As
: oligoquitosanas OCe3 e OF3 ndo mostraram eficécia (O o 34%). Este

* Para feridas de poda, s letras (2 ®) indicam grupos homogéneos resulfantes da andlise de esfudo complementar confimou o efeifo de barreira das quitosana de PM

varidincia ou de um teste de KruskaFWallis (os resultados de 30 feridas de poda foram divididos em

médio e, em particular, dos cloridratos soliveis em agua.

Embora os testes realizados inicialmente em laboratério  tenham
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