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RESUMO GERAL

Neste estudo objetivaram-seavaliar o efeito de doses de fosfitos de potassio (Phi)
na severidade do mildio da videiracv Merlot, na produtividade e nas
caracteristicas fisico-quimicas de uvas, dos teores de trans-resveratrol de bagas e
vinhos e caracterizar eventos bioguimicos e moleculares envolvidos na resposta
de defesa durante a interacdo de plantas tratadas com Phi e inoculadas com
Plasmopara viticola. Avaliar, também, a aplicacdo alternada de Phi com
fungicida no controle dessa doenga. Observou-se efeito linear das doses dos Phi
na reducdo da severidade do mildio, em condi¢des de campo, sendo a dose com
teor de 2,1g de P,05 a que proporcionoumaior controle da doenca. Phialterou as
caracteristicas fisico-quimicas das bagas, além dos teores de compostos
fendlicos, porém ndo alterou os teores de antocianinas. A aplicacdo de Phi,
alternado com fungicidas, proporcionou menor severidade do mildio, além de
maior produtividade, de forma semelhante ao tratamento apenas com fungicida e
influenciouos teores de trans-resveratrol nas cascas e nos vinhos. Além disso, o
Phi proporcionou aumento da atividade das enzimas PAL, POD e SOD,
principalmente, de 12 a 48 horas ap6s inoculacdo (HAI) e, também, induziu a
expressao do gene PAL, STSy e CHSas 48 e 144 HAI. Em folhas tratadas e ndo
inoculadas, foi observada inducdo do gene STSy das 12 as 144 HAA e para
folhas tratadas e inoculadas, apenas as 48 HAI. A expressdo do gene CHS foi
maior das 144 as 240. O controle do mildio da videira pelo Phiocorreu pela
ativacdo das respostas de defesa nas plantas pela inducdo de genes e enzimas da
rota dos fenilpropanoides. OPhi, um produto de baixo impacto ambiental, é uma
alternativa eficaz no controle do mildio da videira, com resposta similar a
proporcionada por fungicidas.

Palavras chaves: Fosfitos de potassio,Plasmopara viticola,Vitis vinifera,
Compostos fenolicos, Trans-resveratro,Fenilpropanoides, Indugdo de resisténcia,
Controle alternative,qRT-PCR.



GENERAL ABSTRACT

This study aimed at evaluating the effect of doses of potassium phosphite (Phi)
in the severity of downy mildew in grapevine cv Merlot, productivity and the
physicochemical characteristics of grapes, the levels of trans-resveratrol of
berries and wines, and characterizing biochemical events and molecular
mechanisms involved in the defense response during the interaction of plants
treated with Phi and inoculated with Plasmopara viticola. It was also evaluated
the application of alternating Phi and fungicides for the control of this disease.
There was a linear effect of doses of Phi in reducing the severity of downy
mildew in field conditions, and the dose level of 2.1 g of P,0s, provided the best
control of the disease. Phi alter the physico-chemical properties of berries,
besides the content of phenolic compounds, but does not changed the content of
anthocyanins. The application of Phi alternated with fungicides provided less
severity of downy mildew, and improved productivity, similar to the treatment
with fungicide only, and can influence the concentration of trans-resveratrol in
the fruit peels and wines. Also, Phi increased the activity of the enzymes PAL,
POD and SOD, especially 12 to 48 hours after infection (HAI) and also induced
the expression of the gene PAL, CHS, STSy and at 48 and 144 HAI. In leaves
treated with Phi A but not inoculated, an induction in the expression of STSy was
observed from 12 to 144 HAA, whereas for treated and inoculated leaves, the
induction was at 48 HAI only. The control of downy mildew by Phi occurred by
activation of the plant defense response through the activation of genes and
enzymes involved in the phenylpropanoid pathway.. The Phi, a product with low
environmental impact, is an effective alternative for the control of downy
mildew, with a similar response to that provided by fungicides.

Keywords:Potassium Phosphites. Plasmopara viticola.Vitis vinifera,phenolic
compounds. Trans-resveratrol.Phenylpropanoids.Induced resistance.alternative
control.gRT-PCR.
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PRIMEIRA PARTE

Fosfitos na protecdo e na inducdo de resisténcia em videira contra o mildio
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1 INTRODUGAO GERAL

A ampla adaptabilidade da videira a uma gama diversificada de climas,
0s beneficios do controle da irrigagdo em climas de pluviosidade baixa ou
estacional, a maior facilidade de controle de doencas em periodos de pouca
incidéncia de chuvas, dentre outros fatores, tém impulsionado o cultivo de uvas
para regides de clima tropical, de tal modo que, atualmente, as regides Nordeste
e Sudeste do Brasil respondem por grande parte da producdo de uvas no Pais
(MELOet al., 2005).

Dentre as doengas fungicas de maior importancia para os vinhedos, o
mildio, doenca cujo agente etioldgico é Plasmopara viticola (Berk. & Curt) é o
responsavel pelos maiores danos para a viticultura, ndo sé no sul do Brasil
(GALLOTTI; GRIGOLETTI JUNIOR, 1990; GRIGOLETTI JUNIOR,;
SONEGO, 1993), bem como para outras regides viticolas do mundo, que
possuem elevada precipitacdo durante o desenvolvimento vegetativo da planta
(GALET, 1977; MAGAREY; WACHTEL; WICKS, 1990; PEARSON;
GOHEEN, 1988). Essa doenca é especialmente séria em anos com elevada
precipitacdo pluviométrica, alta umidade relativa do ar e longos periodos de
umidade sobre folhas e frutos, com perdas que podem atingir al00% da
producdo de um vinhedo, tornando-se uma das maiores restricdes a producdo de
uvas (MADDENet al., 2000).

A pulverizacdo de fungicidas, tratos culturais adequados e cultivares
resistentes sdo alguns dos métodos de controle, usualmente, recomendados no
manejo do mildio (AMORIM; KUNIYUKI, 1997). Todavia, 0 método de
controle adotado com maior intensidade pelos produtores é a pulverizagdo com
fungicidas de contato e sisttmicos (SONEGO; GARRIDO, 2005).

No mercado, esta disponivel uma diversidade de principios ativos para o
controle do mildio da videira, porém, apesar de sua eficiéncia, a utilizacdo de

alguns desses principios ativos apresenta algumas restri¢des, tais como: risco de
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selecdo de populagdes resistentes do patdgeno aos fungicidas, contaminagdo
ambiental, intoxicacdo dos agricultores, alto custo, entre outros fatores.

Atualmente, o sistema produtivo agricola sofre pressdo da sociedade
pela producdo de alimentos de forma sustentdvel e sem residuos
(STADINIK;TALAMINI, 2004).Por essa razdo existe uma busca continua por
alternativas que sejam capazes de auxiliar no controle de doencas, mas que nao
representem risco ao homem e meio ambiente.Uma tecnologia para o controle de
doencas de plantas promissoras e que vem sendo muito estudada é a indugéo de
resisténcia.

A inducdo de resisténcia é baseada na ativagdo do sistema proprio de
defesa da planta contra patogenos pela aplicacdo de formulagdes bioticas ou
abidticas. Dentre as formulagdes abidticas, os fosfitos estdo sendo utilizados no
controle de doengas de plantas, principalmente causadas por oomicetos, com
grande potencial de uso na agricultura (GALVAOet al., 2006; PERUCH;
SILVA, 2005). Sua a¢do aparentemente se deve a ativagdo do sistema natural de
defesa da planta e da atividade antifungica direta sobre o hospedeiro (SMILLIE;
GRANT; GUEST, 1989).

Os fosfitos tém apresentado resultados satisfatérios no controle do
mildio da videira (DALBO; SCHUCK, 2003; PEREIRAet al., 2012), inclusive
com resultados similares aos dos fungicidas (SONEGO; GARRIDO, 2005).
Atualmente os fosfitos vém sendo bastante utilizados em diversas culturas para
controlar doencas,porém em videira, ainda ndo foi evidenciado seu modo de
acdo contra o mildio.

Em videira, vérios estudos relatam a inducdo de genes que codificam
proteinas PR e enzimas da rota de fenilpropanoides, apés a indugdo com
diferentes eliciadores e diferentes tipos de patégenos (BEZIER; LAMBERT;
BAILLIEUL, 2002; KORTEKAMP, 2006). As respostas de defesa em videira

incluem formacdo de compostos antimicrobianos de baixo peso molecular
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(fitoalexinas), deposi¢do de fendis, de lignina e de calose no local da infecgdo,
além do aumento da atividade das proteinas PR com atividade hidrolitica
(quitinases e glucanases) (KORTERKAMP, 2006; TROTEL-AZIZet al., 2006).
Diante disso, objetivou-seneste trabalho avaliar doses dos fosfitos na
protecdo da videira contra 0 mildio eavaliar o efeito destes produtos na ativacao
derespostas bioquimicas e moleculares de defesa em videiras contra P. viticola.
Este estudo é de grande importéncia para a elucidacdo de seu modo de acao,
contribuindo, assim, para 0 manejo integrado desta doenca, pois os fosfitos
apresentam baixo impacto ambiental e menor custo que os fungicidas
tradicionalmente utilizados pelos produtores para o controle dessa doenca na

cultura da videira.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 VITICULTURA

A videira, uma angiosperma da familia Vitaceae, originou-se na atual
Groelandia e ap6s difundiu-se para duas dire¢des: Américo-asiatica e
Eurasiatica, sendo, hoje, conhecidas mais de 200 mil espécies. De acordo coma
Unido Brasileira de Viticultura - UVIBRA (2013), em 2012 o Brasil produziu
76.322.707 Kg de uvas viniferas e 620.612.033 Kg de uvas comuns.

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica mostram que no
ano de 2012 ocorreu uma reducdo na producdo de uvas no Brasil, em relagdo ao
ano de 2011. Porém, nos estados de Pernambuco, Minas Gerais, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul, verificou-se um aumento na producgdo de uvas e, em Minas
Gerais, esse aumento foi de 3,09% em relagdo ao ano anterior. As uvas
destinadas a elaboragdo de vinhos, sucos e derivados em 2012, representaram
57,07% da producdo nacional, enquanto que o restante, 42,93%, foi destinado ao
consumo in natura. Na safra 2012/2013, Minas Gerais apresentou uma area de

762 hectares de videiras plantadas.
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Em Minas Gerais, a producdo de vinhos concentra-se na regido sul do
Estado, nos municipios de Andradas e Caldas, onde predomina o cultivo das
videiras americanas, que, por serem mais rdsticas, estdo bem adaptadas as
condicdes de clima da regido, principalmente ao periodo chuvoso, época em que
ocorre a maturacao das uvas (REGINAet al., 2006).

As espécies de videira de maior importancia econémica para a
agriculturasdo: Vitis labrusca e Vitis vinifera, seja para a produgdo de vinhos,
seja para o consumo®“in natura” das frutas. V. labruscaé uma espécie de origem
americana e apresentacaracteristicas mais rusticas quanto a suscetibilidade as
doencas, e V. vinifera é umaespécie de origem europeia, mais sensivel as
doengas fungicas e responsavel por mais de 90% dos vinhos fabricados
nomundo (GIOVANNINI, 2008).

As cultivares da espécie V. vinifera sdo as mais cultivadas no mundo e
produzem uvas para mesa, vinho, passas e outros derivados. Apesar de produzir
uvas de alta qualidade, sdo bastante sensiveis as doencas flngicas que podem
ocasionar a reducdo da quantidade, qualidade de uvas e derivados produzidos
além da elevagdo de custos de produgdo e colheita (CAMARGO, 2012;
CHAMPAGNOL, 1984; GARRIDO; SONEGO; GOMES, 2004).

A cultivar Merlot é uma importante variedade europeia vinifera tinta.
Apresenta bagas esféricas e pequenas, que dardo origem a um vinho de
coloragdo vermelho-violaceo (RIZZON; MIELE, 2003). E utilizada para a
elaboragdo dos melhores vinhos tintos finos do sul do Brasil, sendo, inclusive,
referéncia como variedade emblematica para a criagdo de denominagdes de
origem na Serra Gaucha. E uma cultivar produtiva, bastante requerida pelo setor
industrial brasileiro, porém, é muito suscetivel ao mildio, inclusive, nas
inflorescéncias (CAMARGO, 2012).

Cultivada na tradicional zona viticola da regido sul do Estado de Minas

Gerais, a videira inicia sua brotagdo em setembro, floresce em outubro e inicia
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sua maturacdo em dezembro para ser colhida entre janeiro e fevereiro(SOUZAet
al., 2002), periodo em que os indices de precipitacdo pluviométrica mensal
ultrapassam facilmente os 200 milimetros, condi¢do que ndo permite uma boa
maturacdo das uvas, além de torna-las bastante suscetiveis a ocorréncia de
diversas doencas e pragas.

A videira esta sujeita a uma série de doengas, as quais poderdo acarretar
graves prejuizos se ndo forem devidamente controladas (SONEGO; GARRIDO;
CZERMAINSKI, 2003) e em regides com condicfes climéaticas favoraveis ao
desenvolvimento destas, tais como ocorrem no sul do estado de Minas Gerais, 0
uso de produtos para seu controle pode atingir até 30% do custo de
produgéo(SONEGO; GARRIDO, 2005). Dentre estas doencas, destaca-se 0

mildio.
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Figura 1: Estadios fenoldgicos da videira, de acordo com Eichorn e Lorenz
(1977).

2.2 MiLDIO DA VIDEIRA

O mildio, causado pelo oomiceto Plasmopara viticola [(Berk.& Curt)
Berl. & de Toni] é uma das doencas mais prejudiciais aos vinhedos
(GRIGOLETTI JUNIOR;SONEGO, 1993), principalmente em regides
subtropicais, como é o caso da zona viticola do sul de Minas Gerais. Nessa
regido a videira inicia sua brotacdo em setembro, floresce em outubro e inicia a
maturacéo em dezembro para ser colhida entre janeiro e fevereiro (SOUZAet al.,

2002), periodo em que os indices de precipitacdo pluviométrica mensal
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ultrapassam facilmente os 200 milimetros, sendo estas condi¢Bes altamente
favoraveis ao mildio.

Esse patdgeno pode infectar todos os 6rgdos vegetativos da videira,
tornando-se critico, quando infecta a planta no inicio do florescimento até a
frutificacdo, pois ocasiona infec¢do de bagas jovens, levando a uma reducdo da
produtividade, principalmente se no periodo de florescimento ocorrer condicdes
de alta umidade, 0 que pode causar perdas de até 100% da producdo quando ndo
forem tomadas medidas eficientes de controle (HOFMANN, 2011; MADDEN et
al., 2000; SONEGO;GARRIDO, 2005).

P. viticola é um parasita obrigatério e, em regides de clima temperado
ou subtropical, sobrevive durante o inverno na forma de odsporos. Essas
estruturas de sobrevivéncia tornam-se maduras e germinam em solo encharcado,
em temperatura superior a 11°C, produzindo macrosporangios dos quais saem 0s
zoosporangios que, por meio dos respingos da chuva e do vento, s&o
transportados até os tecidos das plantas, causando as infeccdes primarias
(GALET, 1977). A partir dessas infeccdes, em condigdes climaticas favoraveis
como alta umidade e temperaturas acima de 11°C, serdo produzidos os ciclos
secundarios da doenca. Todos os fatores que contribuem para o aumento da
umidade favorecem o desenvolvimento da doenca. Portanto, a chuva é o
principal fator na promogéo das epidemias, enquanto a temperatura exerce um
papel moderador, acelerando ou retardando o desenvolvimento do pat6geno
(PEARSON; GOHEEN, 1988; RONZON, 1987). A temperatura ideal para o
desenvolvimento do patdgeno na videira é de 20 °C a 25 °C e a umidade 6tima
acima de 95 %. As cultivares de uvas europeias (V. vinifera L.) sdo mais
suscetiveis ao mildio do que as americanas (V. labrusca L.) (SONEGO;
GARRIDO; CZERMAINSKI, 2003).

Segundo Unger et al. ( 2007), foi observada formagdo de haustorios em

cultivar suscetivel de videira, algumas horas apds a inoculagdo com P. viticola e
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apos trés dias, os espacos intercelulares foram totalmente preenchidos com
micélio, resultando em esporulacdo abundante na face inferior das folhas,
guando colocadas em condi¢Oes favoraveis.

Estudos com microscopia mostraram que o processo de infec¢do de P.
viticola inicia com a formacdo de haustdrios e hifas alongadas que invadem o
espaco do meséfilo em até 24 horas ap6s a inoculagdo com o patdgeno tanto em
cultivares resistentes, quanto em suscetiveis (DIEZ-NAVAJASet al., 2008;
UNGER et al., 2007).

Como a maioria das cultivares de V. vinifera L.sdo suscetiveis ao mildio,
0 método de controle dessa doenca, adotado com maior intensidade pelos
produtores, é a pulverizagdo com fungicidas de contato e sistémicos, que requer
varias aplicacdes, durante o periodo de crescimento das brotagdes, podendo
comecar tdo cedo, como no estadio 17 de Eichhorn Lorenz (Figura 1), fase de
inflorescéncia desenvolvida e flores separadas (MADDENet al., 2000;
SONEGO; GARRIDO, 2005). Assim, varias aplicacdes destes produtos geram
altos custos econdmicos e impactos ambientais negativos, além de que o uso
constante de fungicidas pode favorecer o surgimento de populacgdes resistentes
do patégeno (SONEGO; GARRIDO, 2005).

Com o aumento de uma sociedade mais exigente em produtos com baixo
ou nenhum indice de residuos de pesticidas, torna-se necessaria a busca de
medidas alternativas para o manejo dessa doenca. Para a redugéo da aplicacéo de
fungicida, existe a tentativa de uma previséo eficiente da infec¢do do mildio, por
meio de sistemas de previsdo de doencas, que permitem a utilizacdo de praticas
culturais como o manejo integrado de doengas, além da integracdo de novos
compostos que ndo representem risco a salide do homem e ao meio ambiente
(VIRETet al., 2001).

Para contornar esse problema, a busca de estratégias alternativas que

envolvem a ativagdo do proprio sistema de defesa das plantas contra
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patdgenos,vem sendo amplamente estudado em diversas culturas apresentado
resultados satisfatorios (AZlZet al., 2006; BAYSAL; TURGUT; MAO, 2005;
DANIEL; GUEST, 2006; GODARD et al., 2009; JACKSON et al., 2000).

2.3 INDUCAO DE RESISTENCIA

Com a co-evolugdo, os patdgenos levaram as plantas a selecionarem
uma série de mecanismos de defesa e esses mecanismos identificados em plantas
resistentes estdo, também, presentes nas suscetiveis. Entretanto, a diferenca entre
resisténcia e suscetibilidade é o resultado de uma variagdo de tempo, autonomia
celular ou intensidade das respostas de defesa das plantas (MORAES, 1998). As
interacOes planta-patégeno sdo classificadas em compativeis (patégeno virulento
e hospedeiro susceptivel) e em incompativeis (patégeno avirulento e hospedeiro
resistente). Nas interacdes incompativeis, o sistema de defesa da planta é
eficientemente ativado, conduzindo a resisténcia, enquanto que nas compativeis
ndo ocorre ativacdo de defesa, ou esta € tardia, condicionando a doenga.

As plantas apresentam a capacidade de reconhecer potenciais patégenos
invasores e desenvolvem mecanismos de defesa elaborados para protecdo ao
ataque dos mesmos. Esses mecanismos de defesa sdo eficientes, uma vez que as
plantas sdo resistentes a maioria dos patégenos. Por outro lado, os patégenos
desenvolvem estratégias para evitar seu reconhecimento ou conter 0s
mecanismos de defesa das plantas (STASKAWICZ, 2001). Alguns desses
mecanismos sdo constitutivamente expressos e fornecem barreiras fisicas e
guimicas, enquanto outros sdo induzidos somente apds o contato com 0
patdgeno, o qual envolve vias interligadas de transducdo de sinal e a répida
ativacdo da expressado de genes relacionados a defesa (HEATH, 2000).

Essa percepcdo das plantas envolve o reconhecimento de moléculas
patogénicas ou originadas dos danos na planta, sendo chamadas elicitores, que

podem ser peptideos, proteinas, esteroides ou de outra natureza quimica
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(DURRANT;DONG, 2004). Elicitores tém baixo peso molecular, sdo
encontrados em baixas concentracBes e podem apresentar diversas estruturas.
Essas moléculas sdo reconhecidas por proteinas transmembrana, que apresentam
dominios extracelulares e citoplasmaticos, responsaveis pelo processo de
transducdo do sinal de reconhecimento (PECK, 2003). Observa-se gue ocorrem
numerosas mudancas celulares e que a ativacdo de cascatas de sinalizacdo na
membrana plasméatica leva a inducdo de redes interligadas de moléculas
sinalizadoras, tais como acido salicilico, &cido jasmdnico e 6xido nitrico, para a
formacgéo réapida de respostas de defesa para limitar ou inibir a dispersdo do
patdgeno pela planta (HARRISON; BALDWIN, 2004).

Os mecanismos de defesa podem ser estruturais ou bioguimicos e sdo
classificados em pré-formados e pos-formados. Os estruturais atuam como
barreiras fisicas que impedem a entrada e a dispersdo do patdégeno nos tecidos
vegetais, enquanto o0s bioquimicos estabelecem condi¢Ges adversas ao
crescimento do patdgeno ou produzem substancias téxicas ao mesmo
(PASCHOLATI; LEITE, 1995).

Dentre os pré-formados estruturais, destacam-se presenca de cuticula,
acumulo de lignina, célcio e silicio na parede celular, formacao de tricomas e
modificacdo da forma dos estdmatos e dos vasos condutores (ALVES, 2007). As
barreiras quimicas incluem fendis, alcaloides, lactonas insaturadas, glicosideos
fendlicos, fitotoxinas, inibidores proteicos, entre outros. Nos poés-formados ou
induziveis estruturais pode ocorrer formacdo de papilas, tiloses, acimulo de
minerais no sitio de infeccdo, camadas de cortica e abscisdo, entre outros. Entre
0s mecanismos de defesa pds-formados bioquimicos, destacam-se as
fitoalexinas, proteinas relacionadas & patogénese (PRPs), formacdo de espécies
ativas de oxigénio (ROS) e resposta de hipersensibilidade (HR)
(PASCHOLATI;LEITE, 1995; RESENDE, 1996).

Os principais tipos de resisténcia sdo: a resisténcia local, a resisténcia
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sistémica adquirida, conhecida como systemic acquired resistance (SAR) e a
resisténcia sistémica induzida, denominada induced systemic resistance (ISR).

A resisténcia local, conhecida como reacdo de hipersensibilidade (HR),
pode levar a morte local das células situadas onde o elicitor ou indutor é
reconhecido. A resisténcia local, ou resposta de hipersensibilidade (HR),
apresenta-se como um sistema de defesa localizado, caracterizado pela rapida
necrose das células nas proximidades do local de invasdo de patégenos (virus,
bactérias, nematoides e fungos). As células vegetais necréticas ndo sdo as Unicas
responsaveis pela contencdo do desenvolvimento do patégeno; nelas ocorre
acumulo de metabdlitos téxicos, como fitoalexinas e fornecedores de elicitores
secundarios, os quais estimulam mecanismos de defesa nas células vegetais nas
proximidades do local de infeccdo (KEEN, 1990). Associada a HR h& maior
producdo de calose, deposi¢do de compostos fendlicos e lignificacdo da parede
celular na célula infectada, limitando o crescimento do haustério (SILVAet al.,
2002).

Em muitas interagBes biotréficas ou hemibiotréficas entre plantas e
patdgenos fungicos, imediatamente ap6s o0 contato com o patégeno ocorre
desintegracdo do nucleo celular. Ao mesmo tempo, granulos marrons formam-se
no citoplasma, inicialmente ao redor do ponto de penetracdo do patdgeno e,
posteriormente, em todo o citoplasma. A morte celular ocasiona degeneragdo da
hifa do fungo e essa € a principal caracteristica estrutural celular detectada na
HR (AGRIOS, 2005).

Nesse tipo de resposta ocorre aumento na produgdo de espécies reativas
de oxigénio, conhecidas como reactive oxygen species (ROS), tais como anion
superdxido, peréxido de hidrogénio (Hz203), radical hidroxila e 6xido nitrico
(NO), entre outros. ROS participam como sinalizadores de respostas de defesa e
podem atuar direta ou indiretamente sobre o patdgeno, acarretando efeito toxico
(RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003).
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Na SAR, a resisténcia desenvolve-se de forma sistémica em resposta a
um patdgeno que causa uma lesdo necrética (HR) ou por aplicacdo exdgena de
acido salicilico ou compostos sintéticos, como o acibenzolar-S-metil (ASM),
fosfitos de potéssio e o &cido 2,6-dicloroisonicotinico (INA), entre outros. No
fendbmeno SAR, a ativacdo do estado de laténcia contra doengas é induzida
sistematicamente e a resisténcia expressa, geralmente, é efetiva contra um amplo
espectro de patdgenos e esta associada a producdo de proteinas relacionadas a
patogénese (PRPS) em resposta & infeccdo por um  patdgeno
(RAMAMOORTHYet al,, 2001). Muitas PRPs possuem atividade
antimicrobiana e s8o excelentes marcadores moleculares para a resposta de
resisténcia.

As PRPs séo proteinas de plantas que se acumulam rapidamente nos
tecidos vegetais ap6s o contato com patdégenos ou em resposta ao tratamento
com determinados compostos elicitores ou a outros tipos de estresse (LOONet
al., 1994). Localizam-se no espaco intercelular, no vacuolo e na parede celular e
estdo presentes em diversas espécies de plantas pertencentes a diferentes
familias. A maioria dessas proteinas possui um peptideo-sinal na regido N-
terminal, responsavel por sua translocacdo pela membrana do reticulo
endoplasmatico para o vacltolo ou para o espaco intercelular (LOONet al.,
1997).

Essas proteinas apresentam propriedades fisico-quimicas tipicas, como
baixo peso molecular, estabilidade em meio &cido e resisténcia a proteases, uma
vez que, nos locais para os quais elas sdo translocadas, encontram-se muitas
enzimas com atividade de protease acida. Atualmente, sdo classificadas em 17
familias diferentes, com base na similaridade das sequéncias de aminoéacidos e
atividade enzimatica ou biol6gica (LOON; STRIEN, 1999).

Diversos estudos confirmam que o acUmulo dessas proteinas esta

associado com a SAR, por serem induzidas por patégenos. Enzimas que sdo
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constitutivamente expressas, mas que tém sua concentracdo aumentada na
presenca do patégeno ou por outra forma de estresse, como fatores ambientais,
tratamento com eliciadores enddgenos e exdgenos e reguladores de crescimento,
também sdo consideradas PRPs, como, por exemplo, PR1, quitinases
(FERREIRAet al., 2007).

Entre as PRPs, encontram-se as peroxidases (POX; EC 1.11.1.7) que séo
uma importante classe de proteinas relacionadas a patogénese. Pertencem a
familia PR-9 e participam de varios processos fisioldgicos importantes.
Catalisam a oxidag&o e a eventual polimerizagdo de alcool hidroxicindmico em
presenca de perdxido de hidrogénio, originando lignina. Esse processo reforca a
parede celular das plantas em resposta ao ataque de patdégenos (LOON;
STRIEN, 1999). Essas enzimas também participam da biossintese de etileno e
da oxidacdo de compostos fendlicos acumulados em resposta a infecgdo
(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). Peroxidases,
também, estdo envolvidas na geracdo de espécies reativas de oxigénio e na
oxirredugdo de varios substratos, usando perdxido de hidrogénio (H202)
(KAWAOKAet al., 2003).

Dentre os fendmenos relevantes da resisténcia induzida, além do
aumento da expressao de genes relacionados a defesa, estdo a HR, a producéo de
compostos antimicrobianos, a explosdo oxidativa e a ativacdo da rota dos
fenilpropanoides, que é a via biossintética da formacdo da lignina e outros
metabdlitos secundarios como as fitoalexinas.

Durante a resposta de defesa, o primeiro passo da geragdo de ROS, a
partir do oxigénio molecular (O,), é a formacgao do radical ou &nion superdxido
em um processo mediado, geralmente, pelas enzimas NADPH-oxidase ligada a
membrana plasmatica ou peroxidase ligada a parede celular (GRANT; LOAKE,
2000; OLMOSet al., 2003). O radical superoxido é altamente téxico e pode

rapidamente regenerar o oxigénio molecular ou ser convertido a perdxido de
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hidrogénio pela enzima superdxido dismutase (SOD) (Figura 2). As enzimas
catalases atuam, posteriormente, detoxificando o peroxido de hidrogénio
(APEL;HIRT, 2004).

As catalases (CAT) sdo enzimas que convertem o H,O, em H,O e O,
(Figura 2). As plantas possuem varias isoformas de catalase, as quais estdo
presentes nos peroxissomas e glioxissomas. Sdo as principais enzimas de
detoxificacdo do H,0O, em plantas e podem dismutar diretamente o H,0O, ou
oxidar substratos, tais como metanol, etanol, formaldeido e acido férmico. As
enzimas CAT funcionam como canal de limpeza do H,0, celular
(BREUSEGEMet al., 2001).
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Figura 2.Interconexdes do H,O,, 6xido nitrico (NO) e acido salicilico (AS) para
a ativacdo e coordenacao das multiplas reacdes de defesa das plantas.
SOD (superéxido dismutase), SAGase (AS glicosiltransferase) e BA-
2H (&cido benzoico 2-hidrolase).Adaptado de Hammond-Kosack e
Jones (2000).
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Avangos nas pesquisas, envolvendo indugéo de resisténcia em plantas,
vém sendo acompanhados pelo surgimento de novos produtos comerciais que
apresentam maior eficécia, estabilidade e menor impacto ao ambiente, sendo
capazes de propiciar melhora na produtividade agricola, em decorréncia da
reducdo de perdas ocasionadas por patdgenos e, em alguns casos, incrementos
no desenvolvimento vegetativo (RESENDEet al., 2006).

2.3.1 METABOLISMO DOS FENILPROPANOIDES NA VIDEIRA

O metabolismo dos fenilpropanoides leva a uma série complexa de
caminhos bioquimicos que proporcionam as plantas milhares de combinagdes.
Muitos destes sdo intermedidrios na sintese de substancias estruturais das
células, como a lignina (BOATRIGHTet al., 2004). Estes caminhos se
ramificam gerando varias substancias com fungBes essenciais no
desenvolvimento da planta e interacbes ambientais, atuando enzimas
fundamentais para a biossintese da lignina (ALLINAet al., 1998). A biossintese
da lignina envolve uma série de enzimas, dentre elas a fenilalanina amonio-liase
(PAL).

A PALesta relacionada com a resisténcia de plantas a patégenos,
notadamente, por estar envolvida no primeiro passo da sintese dos
fenilpropanoides, com participacdo de fenilalanina e sua conversdo em acido-
transcinamico, catalizada pela PAL, resultando em compostos como fitoalexinas
e, principalmente, lignina (Figura 3), que confere maior resisténcia a parede
celular das plantas aos patdégenos (NAKAZAWA; NOZUE; YASUDA, 2001).



29

(oo

Fenilalanina

{ PAL
(. 9

Aado Cin&mico
Lignanas
.— 3 Maloml CoA
-
C3 Estibeno simase

Estilbenos

Ligninas Fenilpropandide
3-Malonil-CoA
Chalcona sintase

Chalconas

(@] — @

Proantocianidinas Flavonodides
-Flavonas
-Flavanéis
-Flavanonas
-Flavondis
-Flavononas

Figura 3. Diagrama da via de compostos fenélicos em plantas (CRUZ, 2008).

Em videira, as respostas de defesa geralmente induzidas sdo a
acumulacdo de compostos fendlicos, tais como fitoalexinas e a sintese de
proteinas PR (BEZIER; LAMBERT; BAILLIEUL, 2002; BUSAM,;
KASSEMEYER; MATERN, 1997; COUTOS-THEVENOT et al.,
2001;JEANDET et al., 2002). Alguns autores relatam que as fitolexinas da
videira, Trans-resveratrol e viniferina, podem ser fungitdxicas para patdgenos
como B. cinera, além de aumentar a resisténcia de videira contra P. viticola
(DAI et al., 1995; PEZET et al., 2004). Autores observaram que 0 aumento
dessas fitoalexinas foram ativadas por produtos que funcionaram como indutores
de resisténcia, tais como cloreto de aluminio, jasmonatos e irradiagdo UV
(BONOMELLI et al., 2004; BUSSAM; KASSEMEYER; MATERN, 1997;
TASSONI et al., 2005).
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Trotel-Aziz et al. (2006) observaram que quitosana na dose de 75 mg L™
proporcionou aumento da atividade da enzima PAL, em folhas de videira cv.
Chardonnay, com picos as quatro, seis e 12 horas ap6s a pulverizacdo. Jackson
et al. (2000) verificaram que 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
amonia-liase (PAL), cinamil alcool desidrogenase (CAD) e, consequentemente,
a elevada sintese de compostos fendlicos. Aziz et al.(2006)observaram que
quitosana e sulfato de cobre foram capazes de induzir reagcdes de defesa em
folhas de videira cv. Chardonnay, pelo aumento de fitoalexinas, trans e cis-

resveratrol.

2.3.2 COMPOSTOS FENOLICOS

As videiras sintetizam compostos fendlicos quando submetidas a uma
desordem metabdlica causada por estresses bidticos ou abioticos, tais como
infeccBes por patdgenos, danos mecanicos, irradiacdes ultravioleta, temperaturas
extremas, substancias quimicas, entre outros (ADRIANet al., 1996; CANTOS et
al., 2000; DAI et al., 1995; SAUTTER, 2003). Dessa forma, produtos que s&o
capazes de induzir resisténcia contra patdgenos, podem, também, contribuir para
a sintese dos compostos fendlicos em videiras.

O resveratrol ¢ um polifenol, fitoalexina pertencente a classe dos
estiloenos (ABEet al., 2007) sintetizado naturalmente pela videira. E uma
molécula que possui dois isdbmeros épticos, cis-resveratrol e trans-resveratrol,
sendo o isdmero trans a forma mais comumente encontrada e fotossensivel,
tranformando-se no isémero cis—resveratrol (MELZOCHet al., 2001). De acordo
com Cantos et al. (2000), a biossintese do resveratrol pode ser induzida em

resposta a varios estimulos.
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Os compostos fendlicos sdo componentes importantes nos derivados da
uva, como sucos e vinhos, e contribuem para a expressdo de caracteristicas
sensoriais como cor, sabor, adstringéncia e estrutura do vinho, por acéo direta ou
por interacdo com proteinas polissacarideos ou outros compostos fendlicos
(ABEet al., 2007). As antocianinas constituem a maior porcentagem de
compostos fendlicos em uvas tintas e sdo muito importantes para a producdo de
vinhos tintos, pois contribuem para os atributos sensoriais e coloracdo do vinho
(MUNOZ-ESPADAet al., 2004). Além dos compostos fendlicos apresentarem
grande importancia para a qualidade de mosto e vinho, também podem exibir
acdo contra fitopatogenos (IRITlet al., 2011).

A formagdo de flavonoides e antocianinas sdo desencadeadas pela
enzima chalcona sintase (CHS, EC 2.3.1.74) e os estilbenos, outra familia de
polifendis que tem como precursor o resveratrol, sdo catalisados pela estilbeno
sintase (STS), cujas estruturas quimicas estdo apresentadas na Figura 4 (KANG;
SALTVEIT, 2003).

As fitoalexinas, o resveratrol parecem ser uma importante reacdo de
defesa. Genes da estilbeno sintase (enzima chave na sintese do resveratrol)
isolados do genoma da videira j& foram transferidos para outras plantas como
tabaco, arroz, trigo e tomate. Foram relatados aumentos significantes na
tolerancia dessas plantas a varios patdgenos como B. cinerea, Pyriculariaoryzae
e Phytophthora infestans. O gene citado foi, também,transferido para videiras
geneticamente modificadas, cujas folhas foram inoculadas com esporos de
Botrytis, provocando aumento da expressdo de até 100 vezes em relacdo a planta
controle (BUCHANAN; GRUISSEN; JONES, 2000).
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Figura 4: Estruturas quimicas dos compostos estilbenos, antocianidinas e
flavandis. A: Estrutura geral das antocianinas; B: Estrutura geral de
flavonoides (CRUZ, 2008).

2.4 FOSFITO NO CONTROLE DE DOENGAS DE PLANTAS

Os fosfitos sdo fertilizantes foliares que, além de apresentarem acgao
fungitdxica, induzem resisténcia em plantas, com répida inducdo dos
mecanismos de defesa, otimizando a capacidade das plantas de contra-atacarem
0s patégenos (COHEN; COFFEY, 1986; DALIO et al., 2012).

Estes produtos estdo sendo muito utilizados na agricultura para o
controle de diversas doencas em diferentes culturas (DALBO; SCHUCK, 2003;
JACKSONet al., 2000; MOREIRA; MAY-DE-MIO, 2009; PEREIRA et al.,
2012; SILVA etal., 2011), como alternativa ao controle quimico convencional.
Fosfitos podem atuar de varias maneiras nas plantas, seja como fertilizante,

atuando diretamente contra patégenos (DELIOPOULOS;
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KETTLEWELL;HARE, 2010) ou indiretamente ativando os mecanismos de
defesa das plantas (ESHRAGHIet al., 2011). Além de apresentarem boa
compatibilidade com fungicidas, serem absorvidos rapidamente pelos tecidos da
planta e apresentarem uma maior seguranca ambiental (SONEGO;
CZERMAINSKI, 1999), os fosfitos podem aumentar a resisténcia das plantas, o
que é relevante, porque além da infeccdo pelo mildio, os vinhedos séo
constantemente ameagados por outras doencas causadas por outros patdgenos
(SONEGO; GARRIDO, 2005).

O aumento da resisténcia nas plantas proporcionado pelos fosfitos
ocorre por SAR, por meio de mudangas fisico-quimicas no tecido vegetal, tais
como lignificagdo da parede celular com formacédo de barreiras a penetragdo do
patdgeno e acimulo de substancias toxicas ao patégeno, como fitoalexinas ou
proteinas relacionadas a patogénese, como peroxidases, quitinases e [-1,3-
glucanases (ESHRAGHIet al., 2011).

Hukkanen et al. (2007) verificaram o controle do mildio (P. sparsa) em
folhas de amora tratadas com fosfitos, além de identificarem varios compostos
fendlicos nas plantas, oito dias apds a inoculagdo com o patdgeno. Tavares et al.
(2009) observaram aumento da atividade da enzima f-1,3 glucanase em
mamoeiro tratadas com fosfito de potassio, cinco dias ap6s a inoculagdo com
Phytophthora palmivora, além de verificarem a sobrevivéncia de 35% da plantas
inoculadas com o patogeno. Pereira et al. (2012)observaram em folhas de
plantas adultas de videira no campo, tratadas com fosfito de potassio, controle
do mildio em 60,5% na severidade da doenca.

De acordo com Guest e Grant (1991), o fosfito esta relacionado com a
rpida mudanga citoldgica pela migracdo nuclear, deposicdo de papila e aumento
da resposta de hipersensibilidade levando a morte celular. No hospedeiro, pode

ocorrer, também, a biossintese de etileno, aumento da respiracdo, ativacdo da
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fenilalanina amonia-liase, lignificagdo, ativando o metabolismo dos
fenilpropanoides.

Jackson et al.(2000) observaram em eucalipto, que, quando a
concentracdo de fosfito é alta, 0 modo de acdo é direta sobre o fungo e que,
guando a concentracdo é baixa, a planta tem um incremento em sua resisténcia
natural. Estes autores verificaram, também, que 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 (PAL), cinamil &lcool desidrogenase (CAD) e,
consequentemente, a elevada sintese de compostos fenélicos.

Os fosfitos vém sendo utilizados apresentando eficiéncia seletiva contra
oomicetos (COFFEY; OUIMETTE, 1989) e podem estimular a producdo de
substancias de defesa naturais das plantas, como as fitoalexinas, quando
infectadas por algum patogeno. Os fosfitos tém sido aplicados com éxito no
controle de mildio da videira (DALBO; SCHUCK, 2003), inclusive com
resultados similares aos fungicidas (SONEGO; GARRIDO, 2005).
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Resumo — Este trabalho teve como objetivo determinar o efeito de doses
crescentes de duas formulagfes de fosfitos de potassio na severidade do mildio
da videira, na produtividade e nas caracteristicas fisico-quimicas de uvas Merlot.
Foram avaliadas duas formulagdes de fosfito de potéssio (Phi A e Phi B), em
doses equivalentes a 0; 1,2; 2,5; 3,7 e 5,0 g de P,Os L™, comparadas com
fertilizante foliar e fungicidas nas safras de 2009/2010 e 2010/2011. Observou-
se efeito linear das doses dos fosfitos na reducdo da severidade do mildio, nas
duas safras, sendo que na maior dose, o Phi A proporcionou controle médio de
60,5% e o Phi B de 57,7%, semelhantes ao fungicida (64,3%) e fertilizante foliar
(53,3%). Na primeira safra, Phi B proporcionou maior produtividade, enquanto
gue na segunda, ndo diferiu do tratamento com fungicida. Na primeira safra, ndo
foi observado efeito dos tratamentos no teor de solidos sollveis, pH e acidez
total titulavel do mosto, enquanto que na segunda safra todos os tratamentos
avaliados proporcionaram aumento nesses parametros. Phi B e fungicidas

proporcionaram maiores teores de compostos fendlicos sollveis totais das
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cascas, ndo havendo efeito destes nos teores de antocianinas. A utilizagdo de
fosfito de potassio € uma alternativa eficaz no controle do mildio da videira, com
resposta similar a proporcionada por fungicidas.

Termos para indexacdo: Plasmopara viticola, Vitis vinifera, compostos

fenolicos, controle alternativo.

Potassium phosphite on the control of downy mildew of grapevine and

physico-chemical characteristics of Merlot grapes

Abstract —This study aimed to determine the effect of increasing doses of two
formulations of potassium phosphite on the severity of downy mildew on yield
and the physicochemical characteristics of Merlot grapes. Two formulations
were evaluated for potassium phosphite (Phi A and B) in doses of 0, 1.2, 2.5, 3.7
and5.0gL*of P,0s compared with foliar fertilizer and fungicide during
harvests in 2009/2010 and 2010/2011. There wasa linear effect of doses
phosphites in reducing the severity of the downy mildew, in two seasons, with
the highest dose, the Phi A provided control average of 60.5% and 57.7% of Phi
B, similar to the fungicide (64.3%) and fertilizer (53.3%). In the first harvest,
Phi B provided greater productivity, while in the second, did not differ from the
treatment with fungicides. In the first season, there was no effect of treatments
on soluble solids, pH and total acidity of the wine, while in the second season all
the treatments gave rise to these parameters. Phi B and fungicides provided
higher levels of total soluble phenolic compounds at the grape peel, having no
effect on anthocyanins. Potassium phosphite is an effective alternative for the
control of downy mildew, with a similar response to that of fungicides.

Index terms: Plasmopara viticola, Vitis vinifera, phenolic compounds,

alternative control.
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INTRODUCAO

O mildio, causado pelo oomiceto Plasmopara viticola [(Berk.& Curt)
Berl. & de Toni] é uma das doengas mais prejudiciais aos vinhedos. Esse
patégeno pode infectar todos os Orgdos vegetativos da videira, tornando-se
critico quando infecta a planta no inicio do florescimento até a frutificagdo, pois
ocasiona infeccdo de bagas jovens, levando a uma reducdo da produtividade
(S6nego & Garrido, 2005; Hofmann, 2011).

O método mais utilizado pelos viticultores para controle do mildio
consiste na aplicacdo de fungicidas especificos de contato e sistémicos (S6nego
& Garrido, 2005). Entretanto, estes produtos podem levar a selecdo de
populagOes resistentes aos principios ativos utilizados (Madden et al., 2000).
Além disso, a intensa aplicacdo pode acarretar contaminacdo ambiental,
intoxicacdo dos agricultores, prejuizo a fermentacdo alcodlica por afetar a
populacdo das leveduras, riscos de residuos de fungicidas nas uvas, além de
aumentar o custo de producdo (Alvarez et al., 2012; Sénego & Garrido, 2005).

O processo produtivo agricola sofre pressdo da sociedade pela produgédo
de alimentos de forma sustentavel e sem residuos. Por essa razdo, existe uma
busca continua por alternativas que sejam capazes de auxiliar no controle de
doencgas, mas que ndo representem risco a0 homem e ao meio ambiente
(Stadinik & Talamini, 2004). Os fosfitos vém sendo muito utilizados para o
controle de doencas em diversas culturas, tais como ferrugem da videira,
ferrugem e oidio do trigo, mildio da soja, podriddo em magds, e ja demonstraram
eficiéncia contra varios outros patdgenos, inclusive contra o mildio da videira
(Sautter et al., 2008; S6nego & Garrido, 2005; Pereira et al., 2010; Gomes et al.,
2011; Santos et al., 2011; Silva et al., 2011).

Gomes et al. (2011) observaram que plantas de videira cv. Isabel, tratadas
com fosfito de potassio (130 g 100 L) apresentaram 11,47% de reducdo da

incidéncia do mildio e produtividade média de 3,83 t ha™ de uvas, semelhante ao
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tratamento com fungicidas. Peruch & Bruna (2008) observaram redugéo de 76%
na incidéncia de mildio em cachos de videira cv. Goethe, quando utilizaram
aplicacdo de fosfitos de potéassio na dose de 0,3%. Na maioria dos estudos
parece ocorrer uma acao direta do ion fosfito no patdgeno, contudo, alguns
autores relatam que o fosfito também apresenta uma a¢édo indutora, por meio da
ativacdo de respostas de defesa nas plantas. Estas respostas podem ser expressas
pela a producdo de fitoalexinas, acumulo de lignina, fendis sollveis e ativacao
de outros compostos de defesa nas plantas (Jackson et al., 2000; Daniel & Guest,
2005; Nojosa et al., 2005; Sautter et al., 2008).

Os compostos fendlicos sdo componentes importantes nos derivados da
uva, como sucos e vinhos, contribuindo para as caracteristicas sensoriais como
cor, sabor, adstringéncia e estrutura do vinho, por acdo direta ou por interacdo
com proteinas, polissacarideos ou outros compostos fendlicos (Abe et al., 2007).
Em uvas tintas, as antocianinas constituem a maior porcentagem de compostos
fendlicos, representando um constituinte importante para a produgdo de vinhos
tintos porque contribuem para os atributos sensoriais e, principalmente, para a
coloragéo do vinho e do mosto de uvas Mufioz-Espada et al., 2004; Brunetto et
al., 2007; Abe et al., 2007). Os compostos fendlicos sdo essenciais para a
pigmentacdo dos vegetais, além de apresentarem efeito contra patdgenos, pois
plantas doentes podem produzir compostos fendlicos para a defesa (Iriti et al.,
2011).

Algumas doencas que afetam a videira, como o mildio, podem afetar a
qualidade fisico-quimica das bagas, interferindo na sintese destes compostos
(Sbnego et al., 2005; Gil & Pszczolkocwski, 2007). Produtos utilizados no
controle de doencas da videira também podem influenciar na qualidade final das
uvas e de seus derivados. Por isso torna-se importante conhecer a influéncia de

produtos alternativos no controle das doengas, bem como o efeito destes na
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qualidade da produgio (Dugo et al.; 2004; Cus & Raspor, 2008; Alvarez et al.,
2012).

Este trabalho teve como objetivo determinar o efeito de doses crescentes
de duas formulacdes de fosfitos de potassio na severidade do mildio da videira,

produtividade e caracteristicas fisico-quimicas de uvas Merlot.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em duas safras, 2009/2010 e 2010/2011, em
vinhedo, localizado no Nucleo Tecnol6gico Epamig Uva e Vinho, em Caldas
(MQG) a 1.150m de altitude, latitude 21° 55” 25° S e longitude 46° 23’ 10> W.
Foram utilizadas plantas da cultivarVitis vinifera Merlot (Clone 343) com seis
anos de idade, enxertadas sobre o porta-enxerto 1103 Paulsen, 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), podadas com
poda curta (duas gemas) e permaneceram com 20 a 22 gemas, 0 que resultou em
um total de 50 a 55 mil gemas por hectare.

Os tratamentos consistiram na aplicagcdo de fertilizante foliar Fulland
(Sudoeste Fertilizantes Ltda., Araxad, MG) com formulagdo 46,55 g L™ de Cu,
266 g L™ de P,Ose 23,27 g L™ de S, fosfitos de potéassio Phi A (Pepfés; Pepita
Fertilizantes Ltda.; Pocos de Caldas, MG) com formulagdo 280 g L' de K,0Oe
420 g L™ de P,Os e Phi B (Reforce; Agrichem do Brasil Ltda, Ribeirdo Preto,
SP) com formulagdo 240 g L™ de K,0O e 340 g L™ de P,Os, e de um tratamento
quimico, com emprego alternado dos fungicidas Cabrio Top (metiram 550 g kg™
e piraclostrobina 50 g kg*; BASF S.A., Sdo Paulo, SP), Daconil (clorotalonil
500 g L™ Syngenta Protecio de Cultivos Ltda., Paulinia, SP) e Ridomil
(metalaxil-M 40 g kg e mancozeb 640 g kg™; Syngenta Protecdo de Cultivos

Ltda., Paulinia, SP), além da testemunha sem pulverizacao.
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Foram utilizadas cinco doses de cada fosfito de potassio (Phi A e Phi B)
em concentragdes equivalentes a 0; 0,525; 1,05; 1,58 e 2,1 g L™ de P,0s. De
acordo com a dose de P,Os utilizou-se para Phi A as doses de 0; 1,25; 2,5; 3,76 e
5,0 mL L™ e para Phi B as doses de 0; 1,5; 3,0; 4,5 e 6,0 mL L™ O fertilizante
foliar Fulland foi aplicado em uma dose de 5,9 mL L™ e o tratamento quimico
consistiu na pulverizacdo, de forma alternada, dos fungicidas Cabrio Top (2 g L
1, Daconil (2 g L™ e Ridomil (2,5 g L™). As pulverizacdes foram realizadas a
partir da brotacdo das videiras, em intervalos semanais, totalizando 12
aplicagdes, realizadas com pulverizador costal manual, até o ponto de
escorrimento. Foi adicionado a calda de pulverizagdo 0,05% de 6leo mineral e 0
volume aplicado variou de 700 a1.000 L ha™, de acordo com o estagio de
desenvolvimento da planta.

A severidade do mildio nas folhas foi avaliada quinzenalmente
iniciando-se com o surgimento dos primeiros sintomas. Nas duas safras foram
realizadas cinco avaliagdes até o momento da colheita, com inicio na safra
2009/2010 em 05/11/2009 e na safra 2010/2011, em 18/11/2010. Para tanto, foi
utilizada a escala de notas proposta por Azevedo (1997), com algumas
modificacdes. A severidade do mildio foi avaliada em toda a planta, dentro da
parcela til, utilizando uma escala com notas que variaram de 0 a 5, sendo nota 0
atribuida para plantas com auséncia de sintomas; nota 1 para plantas com 0,1 a
5% de area foliar lesionada, nota 2 de 5,1 a 25%; nota 3 de 25,1 a 35%; nota 4
de 35,1 a 50% e nota 5 quando as folhas apresentavam mais de 50% das area
foliar lesionada (Anexo 1). A partir dos resultados dessas avaliagfes, foram
calculados os niveis de severidade e a area abaixo da curva de progresso da
severidade do mildio da videira (AACPSD) para cada tratamento. Os indices de
controle do mildio foram obtidos pela relagdo 1 - (x/y), em que X representa o
indice da doenca das plantas tratadas e y representa o indice de doenca da
testemunha (Li et al., 1996).
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Nas duas safras, além da quantificacdo da severidade do mildio, foram
avaliadas a produtividade e a qualidade da baga para as doses dos fosfitos que
apresentaram maior controle do mildio, e para os tratamentos com fertilizante
foliar e fungicidas. A produtividade e a estimativa de producdo foram
determinadas com base na massa dos cachos (kg) por parcela; numero total de
cachos por parcela, nimero total de cachos no pintor e massa média dos cachos
e das bagas, expressos em gramas (g). O teor de sélidos solGveis totais (°Brix)
foi determinado em refratbmetro digital portétil (Atago modelo Pal 1); acidez
total titulavel por meio de titulagdo com NaOH 0,1 N utilizando-se fenolftaleina
como indicador, seguindo a técnica descrita na Association of Official
Analytical Chemists (1990); e avaliacdo do pH por meio de medidor de pH
(Micronal modelo B-474) calibrado com padrdes 4,0 e 7,0. Na segunda safra,
2010/2011, além das avaliagbes mencionadas, as cascas de 150 bagas por
tratamento por parcela foram separadas, pesadas, congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas a -80 °C para determinacdo do teor de antocianinas e
fendlicos totais. Para a determinacdo dos compostos fendlicos, 150 mg de casca
triturada em nitrogénio liquido foram homogeneizadas em Ultra Turrax (IKA T-
18 basic) em solucéo extratora constituida de metanol acidificado (HCI 1%). As
antocianinas foram determinadas pelo método do pH diferencial (Giusti &
Wrolstad, 2000). Os fendlicos totais foram analisados pelo método de Folin-
Ciocalteau com base em uma curva padrdo de acido galico (Amerine & Ough,
1980).

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso em
esquema fatorial (2 produtos x 5 doses x 2 adicionais - Fungicidas e Fertilizante
Foliar Fulland), com quatro repeti¢fes de seis plantas em linha por parcela, com
parcela atil formada pelas quatro plantas centrais da linha de plantio. Foi
utilizada também bordadura de uma linha, entre as linhas que receberam

pulverizagdo com os tratamentos. Foram realizadas analises de regressdo para as
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doses dos fosfitos de potassio com os dados da AACPSD. Os tratamentos
adicionais foram comparados as doses dos fosfitos por meio do teste de Dunnett
(p=<0,05), utilizando-se o programa Statistical Analyses System (SAS v. 9.0). Os
dados de produtividade e de caracteristicas fisico-quimicas dos frutos foram
submetidos a andlise de variancia utilizando-se o programa Sisvar. As médias,
guando significativas pelo teste F foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito de doses de Phi A e Phi B, baseados nos teores de P,0s, na
area abaixo da curva do progresso da severidade do mildio (AACPSD) (Figura
1). Com o aumento das doses, houve reducdo na AACPSD de forma linear,
comportamento similar para as duas formulagdes de fosfito utilizadas. Dentre as
doses avaliadas para os dois fosfitos de potéssio, aquelas com maior
concentracdo de P,Os (2,1 g L™ de P,Os) proporcionaram maiores reducdes na
severidade do mildio da videira para as duas safras avaliadas, com controle
médio de 60,5% para fosfito Phi A e 57,7% para Phi B em relacdo a testemunha.

Na primeira safra (2009/2010) foi observado que os tratamentos com Phi
A na menor dose (0,525g de P,Os L™) e a testemunha (dose 0) apresentaram
maior severidade do mildio da videira diferindo estatisticamente do tratamento
controle padrdo com fungicidas e do fertilizante foliar Fulland (Tabela 1).
Entretanto, plantas tratadas com Phi A nas maiores doses, equivalentes a 1,05;
1,58 e 2,1 g de P,Os L™, apresentaram controle variando de 42,4 a 61,8 %,
semelhante estatisticamente aquele proporcionado pelo tratamento padrdo com
fungicidas (63,5%) e com fertilizante foliar Fulland (58,4%). Para o tratamento
com Phi B, apenas a dose com maior teor de P,0s (2,1 g L™) reduziu
significativamente a severidade do mildio, ndo diferindo estatisticamente do

tratamento padrdo com fungicidas. Quando os tratamentos com Phi B foram
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comparados com o fertilizante foliar Fulland, apenas a menor dose, equivalente
a 0,525 g de P,0s L™, apresentou diferenca significativa. Esse fosfito, aplicado
nas demais doses, proporcinou severidade do mildio semelhante ao tratamento
com o fertilizante foliar Fulland, com controle da doenca variando de 47,4 a
55,0%.

Na segunda safra (2010/2011), os fosfitos Phi A e Phi B proporcionaram
maior controle da doenca, semelhantes ao controle padrdo pela aplicacdo
alternada de diferentes fungicidas, quando foram utilizados em doses
equivalentes a 1,58 e 2,1g de P,Os L™ para Phi A e Phi B. Imagens dos
tratamentos com as diferentes doses do Phi A e Phi, em comparagdo aos demais
tratamentos encontram-se no anexo Il e 111. Vrios trabalhos relatam a eficiéncia
de fosfitos de potassio no controle de doencas de plantas, além do seu duplo
modo de acdo, sendo téxico diretamente nos patdgenos e atuando indiretamente
pela ativacdo de mecanismos de defesa nas plantas e, conseqlientemente
proporcionando maior controle das doencas (Jackson et al., 2000; Nojosa et al.,
2005; Sonego & Garrido, 2005; Pereira et al., 2010; Santos et al., 2011).

Silva et al. (2011), ao avaliarem doses de fosfitos de potassio no controle
do mildio da soja, observaram que o aumento de teores de fosfito (750 e 15009
de P,0s- 30% P,0s + 20% K,0) resultou em um controle superior a 50% da
doenga, além de maior rendimento de grdos e menor incidéncia de patégenos nas
sementes. Pereira et al. (2010) observaram que diferentes fontes de fosfito de
potassio na dose de 6,0 ml L™, proporcionaram controle entre 56 e 80% do
mildio em folhas de videira cultivar Merlot, quando comparadas a testemunha
sem pulverizacao.

Para as avaliacGes de produtividade e andlises fisico-quimicas das bagas,
na primeira safra, o Phi B destacou-se quando comparado aos demais
tratamentos, apresentando melhor desempenho na produtividade, estimativa de

producdo e maior massa média de cachos e bagas, até mesmo quando
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comparado ao tratamento com fungicidas (Tabela 2). Na segunda safra, o
tratamento Phi B ndo diferiu estatisticamente do tratamento com fungicidas,
apresentando maior produtividade, estimativa de producdo e massa de cachos e
bagas em relacdo aos tratamentos testemunha, Phi A e fertilizante foliar.
Contudo, para os numeros de cachos colhidos, todos os tratamentos foram
estatisticamente semelhantes ao fungicida e superiores a testemunha.

Na safra 2009/2010 foi obtido baixa produtividade, que pode estar
relacionada as condigdes climéticas desfavoraveis verificadas, principalmente no
periodo de inflorescéncia das videiras, onde foram registrados 127, 9 mm de
chuva concentrados em apenas trés dias com alta umidade relativa média (82%),
que pode ter favorecido o ataque do mildio nas inflorescéncias, acarretando
menor produgdo. Ainda nesta safra, na fase final de maturacdo ocorreu alto
indice pluviométrico (183 mm), alta umidade relativa do ar (84%) e poucas
horas de insolacdo (46 h), acarretando podridGes e elevando as perdas na
colheita. Em 2010/2011, as condi¢des climaticas, tais como, temperaturas
médias maximas em torno de 28,1° C, pluviosidade média de 97,8 mm; umidade
relativa do ar em torno de 80% e o periodo de insolacdo de 105 horas foram
favoraveis a maturacdo das uvas, que permitiu maturacdo fendlica proxima das
condi¢Oes ideais para colheita, além de maior produtividade.

Doengas fangicas prejudicam a producdo de uvas com efeitos negativos
na cor, aroma e sabor do vinho (S6nego et al., 2005). O clima, principalmente o
microclima do vinhedo, apresenta grande influéncia sobre a qualidade e
composicdo quimica das bagas, pois favorecem o aparecimento e aumento de
doencas, além de interferir na fisiologia da planta, refletindo na sintese de
compostos importantes, como fendlicos e antocianinas (Mullins et al.,1992;
Conde et al., 2007; Gil & Pszczolkocuski, 2007).

Peruch & Bruna (2008) ndo observaram aumento na produtividade da

videira cv. Goethe com o aumento de doses de fosfitos de potassio, apesar de
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terem obtido reducdo de 94% da severidade do mildio nas folhas e 76% da
incidéncia de doenga nos cachos na maior dose utilizada (0,3%). Silva et al.
(2011) verificaram rendimento de grdos de soja, tratados com fosfito de
potassio, semelhantes ao de plantas tratadas com fungicida, corroborando com
os dados obtidos nesse trabalho, onde plantas tratadas com fosfito de potassio
apresentaram produtividade igual ou superior a de plantas tratadas com
fungicidas. Gomes et al. (2011) verificaram que fosfitos de potassio (130g 100
L") proporcionaram caracteristicas de produtividade, tais como kg planta™,
namero de cachos planta™, massa da baga e comprimento do cacho em videiras
‘Isabel’ semelhantes e até melhores que plantas tratadas com fungicidas, porém
acarretou aumento na acidez titulavel e no pH do mosto.

Para as caracteristicas analiticas das bagas, na primeira safra ndo foi
observado efeito significativo dos tratamentos no teor de sélidos sollveis, pH e
acidez total titulavel do mosto (Tabela 3). Entretanto, na segunda safra, todos 0s
tratamentos avaliados, Phi A e Phi B, fertilizante foliar Fulland e fungicidas,
proporcionaram mudancas nesses parametros avaliados, ndo diferindo entre si,
mas superiores a testemunha. Pereira et al. (2010) também ndo observaram
diferengas na qualidade analitica de bagas tratadas com fosfitos. Ja& Gomes et al.
(2011) observaram que videiras ‘Isabel’ tratadas com fosfito de potassio (130g
100 L™ e bioflavondides citricos, apresentaram teor de sélidos sollveis de
18,9°Brix e pH em torno de 3,0 no mosto, ficando dentro dos limites de
maturagdo estabelecidos para a cultura, quando comparados a testemunha sem
pulverizago.

A severidade do mildio pode alterar o metabolismo da videira,
ocasionando menor acimulo de metabdlitos nos frutos, o que resulta em menor
teor de sélidos sollveis totais (Mullins et al., 1992). Além disso, a alta
incidéncia da doencga e excesso de chuva no periodo de maturagéo das uvas pode

levar a podriddo das bagas, acarretando maior ocorréncia de insetos e micro-
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organismos, como bactérias, além de favorecer o aumento da acidez do mosto
(Conde et al., 2007). Neste presente trabalho, foi observado que plantas que ndo
receberam nenhum tipo de tratamento, além de apresentarem maior severidade
da doenca, também apresentaram menor teor de °Brix e maior acidez quando
comparadas as plantas que receberam algum tipo de tratamento.

N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos para o teor de
antocianinas totais, porém nos tratamentos com fungicida e Phi B observou-se
maior teor de fendis solveis totais nas cascas quando comparados aos demais
tratamentos (Tabela 4). Sautter et al. (2008) ndo observaram diferencas nos
niveis de polifendis totais, sélidos sollveis totais, acidez titulavel e antocianinas
totais em magis ‘Gala’ tratadas com fosfito de potassio (1,27g L™ P,Ose 1,18 g
L K,0) quando comparadas & testemunha, porém este tratamento proporcionou
menor diametro de lesdes ocasionadas por Penicillium sp.

Os metabolitos secundarios, tais como compostos fenolicos e
fitoalexinas sdo acumulados nos tecidos vegetais em resposta a infeccdo por
patdgenos, estresses abidticos e também pela aplicacdo de produtos que sdo
capazes de induzir resisténcia nas plantas, acarretando maior acumulo na
quantidade de metabdlitos de defesa (Hukkanem et al., 2007; Iriti et al., 2011).
Neste trabalho foi observado o aumento de compostos fendlicos sollveis totais
no mosto de bagas de plantas tratadas com o fosfito de potassio Phi B (Tabela
4).

O modo de acdo do anion fosfito nas plantas tem sido relacionado ao
aumento da resposta de hipersensibilidade (morte celular), lignificagdo, ativagdo
do metabolismo e aumento de fitoalexinas, alem da atuagdo direta contra no
patdgeno (Daniel & Guest, 2005). Apesar de ter sido verificado protecdo contra
o mildio da videira pelas diferentes fontes de fosfito de potéssio, foram

observadas diferencas nos pardmetros avaliados, podendo ser explicadas pelos
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tipos de componentes de cada formulacdo, aditivos e matéria prima de cada
fabricante.

O presente estudo demonstrou que fosfitos de potassio sdo promissores
no controle do mildio da videira, tornando-se uma alternativa aos fungicidas
utilizados na cultura, pois além de controlar a doenga, podem aumentar os teores

de compostos fendlicos soluveis totais.

CONCLUSOES

1. A pulverizacéo de fosfitos de potéssio, com P,Osem doses crescentes, reduz a
severidade do mildio da videira, sendo que a concentracdo de 2,1g de P,Os para
Phi A e Phi B é eficiente para controlar o mildio da videira.

2. O fosfito de potéssio Phi B, na dose de 2,1g de P,Os proporciona maior
produtividade da videira, semelhante ao controle quimico padrdo com
fungicidas.

3. O emprego de fosfitos de potéssio no manejo do mildio da videira aumenta o0s

teores de compostos fendlicos sollveis totais nas uvas.
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Figura 1 Doses de fosfitos de potéssio, Phi A (A e C) e Phi B (B e D) baseados
nos teores de P,Os de cada produto, na area abaixo da curva de severidade do
mildio (AACPSD) em folhas de videira Merlot durante as safras 2009/2010 (A e
B) e 2010/2011 (C e D). **Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Tabela 1. Efeito de doses de fosfitos de potassio, Phi A e Phi B, baseados nos
teores de P,Os de cada produto, na &rea abaixo da curva de severidade do mildio
em folhas de videira (AACPSD) cultivar Merlot durante as safras 2009/2010 e
2010/2011, comparados com os tratamentos controle padrdo com fungicidas e

fertilizante foliar.

Produtos  Teor P,0s(g L (Dn?ﬁef__l) AACPSD  Significancia (CO/‘(’);‘”O'G
Safra 2009/2010

Testemunha 0,0 2762,5 * *

Phi A 0,525 1,25 2183,6 * * 21,0

Phi A 1,05 2,5 1452,9 47 .4

Phi A 1,58 3,76 1361,3 50,7

Phi A 2,1 5,0 1152,5 58,3

Phi B 0,525 15 2200,0 * * 20,4

Phi B 1,05 3,0 1895,0 * 31,4

Phi B 1,58 45 1781,9 * 35,5

Phi B 2,1 6,0 1245,0 55,0
Fungicida 965,0 65,1
Fertilizante foliar Fulland 1431,6 48,2
Safra 2010/2011

Testemunha 0,0 3337,3 * *

Phi A 0,525 1,25 2119,8 * * 36,5

Phi A 1,05 2,5 1922,4 * 42,4

Phi A 1,58 3,76 1629,1 51,2

Phi A 2,1 5,0 1218,5 61,8

Phi B 0,525 15 2288,3 * * 31,4

Phi B 1,05 3,0 19134 * 42,7

Phi B 1,58 45 1700,0 49,1

Phi B 2,1 6,0 1324,5 60,3
Fungicida 1218,5 --- 63,5
Fertilizante foliar Fulland 1388,3 --- 58,4

*Significativo pelo teste Dunnett a 5% de probabilidade, quando comparado

com o tratamento com fungicidas na primeira coluna e fertilizante foliar Fulland

na segunda coluna de significancia. Tratamento fungicida, aplicacdo alternada

dos fungicidas Cabrio Top, Daconil e Ridomil.
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Tabela 2.Efeito dos tratamentos naprodutividade, nimero de cachos colhidos,

massa média de cachos e das bagas de videira cv. Merlot®.

Estimativa Massa Massa
T Produtividade Cachos N Média
ratamento (kg/parcela)  colhidos produgdo cachos bagas
ap (kg/parcela) @) (9)
Safra 2009/2010
Testemunha 0,10e 11,5a 0,3d 8,9¢c 1,4b
Fungicidas 0,81b 16,3a 3,6a 53,5a 1,5b
Fertilizante foliar
Fulland 0,38d 15,0a 1,5¢ 25,3b 1,6b
Phi A (2,1g de
P,0s L 1) 0,61c 16,3a 2,5b 37,6b 1,6b
Phi B (2,1g de
P,0, L ) 0,93a 14,3a 3,6a 67,5a 2,1a
Safra 2010/2011
Testemunha 0,16¢ 20,0b 1,03b 7,9¢c 0,7c
Fungicidas 2,67a 41,5a 29,5a 65,3a 1,5a
Fertilizante foliar ; ) 4202  13,6b 337b  12b
Fulland
Phi A (2,1g de
P,0s L ) 1,52b 44 5a 14,3b 28,9b 1,3b
Phi B (2,1g de
P,0s L 1) 1,93a 47 5a 23,3a 47 4a 1,4a

WMédias com mesma letra na coluna néo diferem pelo teste Scott-Knott a 5% de

probabilidade. Tratamento fungicida, aplicacéo alternada dos fungicidas Cabrio

Top, Daconil e Ridomil.
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Tabela 3.Efeito dos tratamentos nas caracteristicas analiticas das bagas, sélidos

soltveis totais, acidez total titulavel e pH da cultivar Merlot®.

Acidez total
Tratamento Solidos soltveis bH titulavel
totais (°Brix) (g L™ 4cido
tartarico)
Safra 2009/2010
Testemunha 15,9™ 3,3™ 9,1™
Fungicidas 16,4 3,2 9,1
Fertilizante foliar
Fulland 16,4 3,2 9,6
Phi A (2,19 P,0s) 16,1 3,2 9,0
Phi B (2,19 P,0s) 15,8 3,2 8,9
Safra 2010/2011
Testemunha 18,0b 2,8b 9,8b
Fungicidas 19,2a 3,3a 8,2a
Fertilizante foliar 195 3.4a 8.6a
Fulland
Phi A (2,19 P,0s) 18,8a 3,5a 8,4a
Phi B (2,19 P,0Os) 19,1a 3,5a 8,6a

DMédias com mesma letra na coluna néo diferem pelo teste Scott-Knott a 5% de

probailidade. ns, ndo significativo pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Tratamento

fungicida, aplicacéo alternada dos fungicidas Cabrio Top, Daconil e Ridomil.
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Tabela 4.Efeito dos tratamentos nos teores de compostos fenolicos sollveis
totais e antocianinas nas cascas de uvas da cultivar Merlot na safra 2010/2011.

I Compostos fenolicos sollveis
Antocianinas

Tratamento (mg g'l de casca) t?tais

(mg g~ de casca)
Fungicida 3,5ns 17,9a
Fertilizante foliar
Fulland 3.2 12,20
Phi A (2,19 P,0s) 3,0 12,6b
Phi B (2,19 P,Os) 2,7 16,8a

WMédias com mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste Scott-Knott
(p<0,05); ns = nao significativo pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Tratamento fungicida, aplicacdo alternada dos fungicidas Cabrio Top, Daconil e
Ridomil.
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RESUMO

Objetivou-seneste trabalho avaliar fosfitos e aplicacdo alternada de fosfitos com
fungicida no controle do mildio da videira, nas caracteristicas fisico-quimicas
das uvas, produtividade e teores de trans-resveratrol de bagas e vinhos. O
experimento foi realizado, na safra 2011/2012, em vinhedo localizado no Nucleo
Tecnoldgico Epamig Uva e Vinho, em Caldas (MG), utilizando videiras Vitis
vinifera cv. Merlot. Os tratamentos consistiram na aplicacéo de fertilizante foliar
Fulland (5,9 mL L™), fosfitos de potassio Phi A (5,0 mL L™)e Phi B (6,0 mL L
1), tratamento quimico, com emprego alternado de fungicidas, além do
tratamento com Phi A alternado com tratamento quimico (fungicidas) e da
testemunha, sem pulverizagdo, com quatro repeticdes e parcela experimental
composta por trés plantas. As aplicagbes foram semanais, totalizando 12

aplicacbes. Foi avaliada, quinzenalmente, a severidade do mildio nas folhas e
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N

calculado o indice de controle em relacdo a testemunha sem pulverizagao.
Exceto para testemunha, foram avaliadas a produtividade, a qualidade da baga e
o teor de trans- resveratrol nas cascas e no vinho. Os tratamentos Fulland, o Phi
A alternado com fungicidas e o tratamento com fungicidas proporcionaram
maior controle da doenca com 73,3, 81,5 e 82,5%, respectivamente. Os
tratamentos com Phi A e Phi B proporcionaram controle intermediario com 66,0
e 64,6%, respectivamente. O tratamento Phi A alternado com fungicidas
proporciona maior produtividade, nimero e massa de cachos e massa de bagas,
semelhante ao tratamento com fungicidas. Os fosfitos ndo alteram as
caracteristicas fisicas das bagas e o0s teores de antocianinas e compostos
fendlicos sollveis totais, mas podem influenciar os teores de trans-resveratrol
nas cascas e nos vinhos. Todos os tratamentos podem ser utilizados como

alternativa de controle para Plasmopara viticola.

Palavras chave: Fosfitos, Fertilizantes foliares, Plasmopara viticola, Vitis

vinifera, pos-colheita, trans-resveratrol
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ABSTRACT

The goal of this work was to evaluate phosphites and their alternated application
with fungicide for managing downy mildew on grapewine, and on the physical-
chemical properties of wine, on productivity, and on the trans-revesratrol levels
on berries and wine. The experiment was conducted during the 2011/2012
growing season in a orchart located in the Nucleo Tecnolégico Epamig Uva e
Vinho, in Caldas (MG). The grapewine Vitis vinifera cv. Merlot was used. The
treatments were: leaf fertilizer Fulland (5.9 mL L™), potassium phosphite Phi A
(5.0 mL L) and Phi B (6.0 mL L™), chemical treatment with alternated use of
fungicides, and the Phi A treatment alternated with fungicide, and the control
without application. The experiment had four replicates with three plants each.
The applications were performed weekly for 12 weeks. The downy mildew
severity was evaluated in the leaves every 15 days and the control index was
calculated in comparison to the control sample (without application). The
productivity, berry quality, and trans-revesratrol levels in berrys and wine were
evaluated for all treatments, but the control. The treatments with Fulland, Phi A
alternated with fungicide, and fungicide alone, showed the highest disease
control with 73.3, 81.5 e 82.5%, respectively. The treatments with Phi A and Phi
B showed intermediated disease control with 66.0 and 64.6%, respectively. The
treatment Phi A alternated with fungicide had the highest productivity, number
and weight of clusters and berries, similarly to the fungicide treatment. It was
also observed that the phosphites did not change the chemical characteristics of
berries and the levels of anthocianin and soluble phenolic compound levels, but
had influence on the trans-resveratrol levels in peels and wines. All treatments

can be used as an alternative method for controlling Plasmopara viticola.

Key-words: Phosphites, Leaf fertilizers, Plasmopara viticola, Vitis vinifera,

Postharvest, Trans-resveratrol.
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1. INTRODUCAO

O mildio da videira (Plasmopara viticola (Berk.& Curt) Berl. & de
Toni) € wuma das principais doencas da videira (GRIGOLETTI
JUNIOR;SONEGO, 1993), inclusive na tradicional zona viticola da regido sul
de Minas Gerais. Nessa regido a videira inicia sua brotacdo em setembro,
floresce em outubro e inicia a maturacdo em dezembro, para ser colhida entre
janeiro e fevereiro (SOUZAet al., 2002), periodo em que os indices de
precipitacdo pluviométrica mensal ultrapassam facilmente os 200 milimetros,
condiges altamente favordveis ao mildio.

Como a maioria das cultivares de uvas finas empregadas para elaboragao
de vinhos (Vitis vinifera L.) é suscetivel ao mildio, 0 método de controle dessa
doenca, adotado com maior intensidade pelos produtores, é a pulverizacdo com
fungicidas de contato e sisttmicos (SONEGO; GARRIDO, 2005). Entretanto,
com uma sociedade mais exigente em produtos com baixo ou nenhum indice de
residuos de pesticidas, torna-se necessaria a busca de medidas alternativas para o
manejo dessa doenga, como a utilizacdo de produtos menos toxicos ao homem e
meio ambiente, ou pela alterndncia da aplicacdo destes com os fungicidas
utilizados, visando a diminuicéo da aplicacdo dos fungicidas.

Fertilizantes foliares como os fosfitos vém sendo muito utilizados na
agricultura para o controle de diversas doencas em diferentes culturas (DALBO;
SCHUCK, 2003; JACKSONEet al., 2000; MOREIRA; MAY-DE-MIO, 2009;
PEREIRA et al., 2012; REUVENI; SHEGLOV; COHEN, 2003; SILVA etal.,
2011), como alternativa ao controle quimico convencional. Estes podem atuar de
varias maneiras nas plantas, seja como fertilizante, atuando diretamente contra
patégenos (DELIOPOULOS; KETTLEWELL; HARE, 2010) ou indiretamente
ativando os mecanismos de defesa das plantas (ESHRAGHIet al., 2011). Além
de apresentarem boa compatibilidade com fungicidas, serem absorvidos

rapidamente pelos tecidos da planta e apresentarem uma maior seguranca
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ambiental (SONEGO; CZERMAINSKI, 1999), os fosfitos podem aumentar a
resisténcia das plantas, o que € relevante, porque além da infeccéo pelo mildio,
0s vinhedos sdo constantemente ameacados por outras doengas causadas por
outros patégenos (SONEGO; GARRIDO, 2005).

O aumento da resisténcia nas plantas proporcionado pelos fosfitos
ocorre por mudancas fisico-quimicas no tecido vegetal, tais como lignificacdo da
parede celular com formacdo de barreiras a penetracdo do patégeno e acimulo
de substancias toxicas ao patdgeno, como fitoalexinas ou proteinas relacionadas
a patogénese (PRP’s), como peroxidases, quitinases e [-1,3- glucanases
(ESHRAGHIet al., 2011).

As videiras sintetizam compostos fenélicos, quando submetidas a uma
desordem metabdlica causada por estresses bidticos ou abioticos, tais como
infecgBes por patdgenos, danos mecanicos, irradiacdes ultravioleta, temperaturas
extremas, substancias quimicas, entre outros (ADRIANet al., 1996; CANTOS et
al., 2000; DAI et al., 1995; SAUTTER, 2003). Dessa forma, produtos que s&o
capazes de induzir resisténcia contra patdgenos, podem, também, contribuir para
a sintese dos compostos fendlicos em videiras.

O resveratrol é um polifenol, fitoalexina pertencente a classe dos
estilbenos (ABEet al., 2007) sintetizado naturalmente pela videira. E uma
molécula que possui dois isdbmeros Opticos, cis-resveratrol e trans-resveratrol,
sendo o isdmero trans a forma mais comumente encontrada e fotossensivel,
tranformando-se no isémero cis — resveratrol (MELZOCHet al., 2001). De
acordo com Cantos et al. (2000), a biossintese do resveratrol pode ser induzida
em resposta a varios estimulos.

Os compostos fendlicos sdo componentes importantes nos derivados da
uva, como sucos e vinhos, e contribuem para a expressdo de caracteristicas
sensoriais como cor, sabor, adstringéncia e estrutura do vinho, por ag&o direta ou

por interacdo com proteinas polissacarideos ou outros compostos fendlicos
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(ABEet al., 2007). As antocianinas constituem a maior porcentagem de
compostos fenolicos em uvas tintas e sdo muito importantes para a producdo de
vinhos tintos, pois contribuem para os atributos sensoriais e coloragdo do vinho
(MUNOZ-ESPADAEet al., 2004).

Além dos compostos fendlicos apresentarem grande importancia para a
qualidade de mosto e vinho, também, podem exibir acdo contra fitopatégenos
(IRITlet al., 2011). Sendo assim, torna-se importante avaliar a acdo de produtos
alternativos utilizados para o controle de doengas na qualidade final de uvas e a
influéncia destes nos compostos fendlicos. Além disso, o estudo da utilizagao de
fosfitos em aplicacdo alternada com fungicidas no controle do mildio, na
qualidade final do mosto e nos compostos fenolicos, poderd minimizar o uso de
fungicidas na cultura da videira, garantindo produtos menos téxicos ao homem e
menor contaminacgdo do meio ambiente.

Diante do exposto, objetivou-seneste trabalho avaliar o efeito do
emprego de fosfitos em aplicacdo direta ou alternada com fungicida no controle
do mildio da videira, nas caracteristicas fisico-quimicas das uvas, produtividade

e teores de trans-resveratrol em bagas e vinhos.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na safra 2011/2012, em vinhedo, localizado
no Nucleo Tecnologico Epamig Uva e Vinho, em Caldas (MG), situado a
1.150m de altitude, latitude 21° 55* 25° S e longitude 46° 23° 10°* O. Foram
utilizadas plantas da cultivar Vitis vinifera Merlot (Clone 343) com sete anos de
idade, enxertadas sobre o porta-enxerto 1103 Paulsen, em espagcamento 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), podadas com poda
curta (duas gemas) e permaneceram com 20 a 22 gemas, 0 que resultou em um

total de 50 a 55 mil gemas por hectare.
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Os tratamentos consistiram na aplicacdo de fertilizante foliar Fulland
(Sudoeste Fertilizantes Ltda., Araxa, MG) com formulacio 46,55 g L™ de Cu,
266 g L™ de P,Ose 23,27 g L™ de S, fosfitos de potéssio Phi A (Pepfés; Pepita
Fertilizantes Ltda.; Pocos de Caldas, MG) com formulacdo 280 g L™ de K,O e
420 g L™ de P,Os e Phi B (Reforce; Agrichem do Brasil Ltda, Ribeirdo Preto,
SP) com formulacdo 240 g L™ de K,0 e 340 g L™ de P,Os, tratamento quimico,
com emprego alternado dos fungicidas Cabrio Top (metiram 550 g kg™* e
piraclostrobina 50 g kg™; BASF S.A., Sdo Paulo, SP), Daconil (clorotalonil 500
g L' Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda., Paulinia, SP) e Ridomil (metalaxil-
M 40 g kg™* e mancozeb 640 g kg'; Syngenta Protecio de Cultivos Ltda.,
Paulinia, SP), além do tratamento com Phi A alternado com tratamento quimico
(fungicidas) e da testemunha, sem pulverizacao.

Foram utilizadas doses de cada fosfito de potéssio (Phi A e Phi B) em
concentracdo equivalente a 2,1 g L™ de P,0s. De acordo com a dose de P,Os,
utilizou-se para Phi A a dose de 5,0 mL L™ e para Phi B adose de 6,0 mL L e 0
fertilizante foliar Fulland foi aplicado na dose de 59 mL L™. O tratamento
quimico padrdo consistiu na pulverizagdo, de forma alternada, dos fungicidas
Cabrio Top (2 g L™), Daconil (2 g L™) e Ridomil (2,5 g L™) e o tratamento com
Phi A alternado com fungicidas foi realizado de acordo com as doses acima.
Para esse tratamento, semanalmente, os diferentes principios ativos dos
fungicidas foram intercalados com a aplicacdo do fosfito Phi A. As
pulverizagdes foram realizadas, a partir da brotacdo das videiras, em intervalos
semanais, totalizando 12 aplicag0es, realizadas com pulverizador costal manual,
até o ponto de escorrimento. Foram adicionados a calda de pulverizacdo 0,05%
de 6leo mineral e o volume aplicado variou de 700 a 1.000 L ha*, de acordo
com o estagio de desenvolvimento da planta.

A severidade do mildio nas folhas foi avaliada, quinzenalmente,

iniciando-se com o surgimento dos primeiros sintomas. Foram realizadas cinco
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avaliacOes até o momento da colheita, com inicio em 28/12/2011, utilizando-se a
escala de notas proposta por Azevedo (1997), com algumas modificaces. As
notas variaram de 0 a 5, sendo nota O atribuida para plantas com auséncia de
sintomas; nota 1 para plantas com 0,1 a 5% de area foliar lesionada, nota 2 de
5,1 a 25%; nota 3 de 25,1 a 35%; nota 4 de 35,1 a 50% e nota 5 quando as folhas
apresentavam mais de 50% da area foliar lesionada. A partir dos resultados
dessas avaliagBes, foi calculada a &rea abaixo da curva de progresso da
severidade do mildio da videira (AACPSD) para cada tratamento. Os indices de
controle do mildio foram obtidos pela relagdo 1 - (x/y), em que X representa o
indice da doenca das plantas tratadas e y representa o indice de doenca da
testemunha sem pulverizacdo (LI; ZINGEN; BUCHENAUER, 1996).

Foram avaliadas, também, a produtividade, a qualidade da baga e o teor
de trans -resveratrol nas cascas e no vinho, para todos os tratamentos, exceto
para testemunha sem pulverizacdo, pois ndo é, convencionalmente, utilizada por
produtores de uva. A producdo e a estimativa de produtividade (ton/ha) foram
determinadas com base na massa dos cachos (kg) por parcela; nimero total de
cachos no pintor e massa média dos cachos e das bagas, expressos em gramas
(9). O teor de solidos sollveis totais (°Brix) foi determinado em refratdmetro
digital portatil (Atago modelo Pal 1); acidez total titulavel por meio de titulagdo
com NaOH 0,1 N, utilizando-se fenolftaleina como indicador, seguindo a técnica
descrita na Association of Official Analytical Chemists - AOAC (1990); e
avaliagdo do pH por meio de medidor de pH (Micronal modelo B-474) calibrado
com padrdes 4,0 e 7,0. Além das avaliagbes mencionadas, as cascas de 150
bagas por tratamento por parcela foram separadas, pesadas, congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C para determinacdo do teor de
antocianinas e compostos fenolicos totais. Para a determinacdo dos compostos
fendlicos, 150 mg de casca triturada em nitrogénio liquido foram

homogeneizadas em Ultra Turrax (IKA T-18 basic) em solucdo extratora
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constituida de metanol acidificado (HCI 1%). As antocianinas foram
determinadas pelo método do pH diferencial (GIUSTI; WROLSTAD, 2000). Os
fendlicos totais foram analisados pelo método de Folin-Ciocalteau considerando
uma curva padrdo de acido galico (AMERINE; OUGH, 1980).

Para a extracdo do trans-resveratrol, 1 g de cascas trituradas em
nitrogénio liquido foram homogeneizadas com 3mLde uma solu¢do de metanol
com 3% de &cido formico por 2 minutos. A suspensao foi centrifugada a 5000
rpm a 4°C por 10 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi separado e
mantido a 4°C por 48 horas para precipitagdo do bitartarato de potassio. Apos
esse periodo, o sobrenadante foi filtrado em membrana de 22 yum e mantido a -
20°C até a realizacdo das analises (CANTOSet al., 2000). Para os vinhos, as
amostras, também, foram filtradas em membrana de 22 um e mantidas a -20°C
até a realizacdo das analises. O resveratrol foi quantificado, utilizando-se a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), de acordo com Souto et al.
(2001), com adaptagédo da temperatura para 50°C. Para tanto, foi utilizado um
cromatografo liquido Shimadzu equipado com bomba quaterndria LC20AT
operando de modo isocratico, injetor automatico programado para 20 pL,
detector ultravioleta (UV) (SPD — 20A), com sistema de integracdo CBM-20A.
A coluna analitica utilizada foi C-18 (250 mm X 4,6 mm, 5um) precedida por
uma coluna SHIM-PACK (VP-ODS) guarda de mesma composi¢do. A fase
movel foi acetonitrila:dgua (25:75), pH 3,0, corrigido com acido ortofosforico,
temperatura de 50°C numa vazdo de 1,5 mL.min™. O trans- resveraratrol foi
detectado a 306 nm utilizando-se uma curva padrdo de trans- resveratrol
(Sigma®) de 1,0 a 50,0 ug mL™ (Figura 1). A identificacdo do trans-resveratrol
foi feita baseada nos tempos de retencdo UV e a pureza dos picos foi confirmada
pelo detector com arranjo de diodos. A corrida do padrdo de trans-

resveratrolpode ser observada na Figura 2.
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Figura 2: Grafico da corrida do padrdo trans-resveratrol (Sigma®) por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, com
cinco tratamentos e quatro repeticdes de seis plantas em linha por parcela, com
parcela Gtil formada pelas quatro plantas centrais da linha de plantio. Foi
utilizada, também, bordadura de uma linha, entre as linhas que receberam

pulverizagdo com os tratamentos.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando-se o
programa Sisvar (FERREIRA,2003). As médias, quando significativas pelo teste

F, foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento padrdo com fungicidas, seguido pelos tratamentos com o
fosfito de potassio Phi A alternado com fungicidas e o tratamento com
fertilizante foliar Fulland, proporcionaram menor area abaixo da curva de
progresso da severidade da doenca, sendo estatisticamente iguais entre si e
diferentes dos tratamentos com os fosfitos de potéassio Phi A e Phi B aplicados
isoladamente, que, por sua vez, foram superiores a testemunha sem pulverizagédo
(Figura 3). A severidade da doenca, proximo ao dia da colheita, época da Ultima
avaliacdo, variou entre 40 e 100% nas folhas, sendo a menor severidade (40%)
observada no tratamento com Phi A alternado com fungicidas e a maior
severidade (100%) foi observada na testemunha. Nos tratamentos com o0s
fungicidas e fertilizante foliar Fulland, foi observada severidade intermediaria da
doenca, 41,7 e 50 %, respectivamente (Figura 4).

Em todos os tratamentos foi observada baixa severidade do mildio,
quando comparados com a testemunha sem pulverizagdo, destacando-se 0s
tratamentos com fertilizante foliar Fulland, o Phi A alternado com fungicidas e o
tratamento com fungicidas, que proporcionaram 73,3; 81,5 e 82,5% de controle
da doenca, respectivamente. Os tratamentos com Phi A e Phi B proporcionaram
controle intermediario de P. viticola, comparando-se com 0s demais tratamentos,
sendo 66,0 e 64,6%, respectivamente. Pinto et al. (2012) observaram que folhas
de videira cv. “Isabel” quando tratadas com fungicidas (metiram +
pyraclostrobin 2kg/ha) e fungicidas (metiram + pyraclostrobin 0,67 kg/ha)

alternado com fosfito de potassio (43g/100L), apresentaram controle do mildio
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da videira de 33,84 e 37,32%, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente

entre si.
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Figura 3:Efeito dos tratamentos na area abaixo da curva de progresso da
severidade (AACPSD) do mildio em folhas de videira cultivar
Merlot, na safra 2011/2012. Médias com mesma letra ndo diferem
pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Barras representam o erro padrdo da
média. Os fosfitos Phi A e Phi B foram aplicados em doses
equivalentes a 2,1g P,Os L™ - Phi A: Pepfés (5,0 mL.L™); Phi B:
Reforce (6,0 mL.L™); Fulland (5,9 0 mL.L™); Fungicidas: aplicacdo
alternada dos fungicidas Cabrio Top (2 g L™), Daconil (2 g L™) e
Ridomil (2,5g L™).

De acordo com a curva de progresso do mildio da videira (Figura 4),
observa-se um aumento gradativo da severidade doenca ao longo das avaliacGes.
Os tratamentos com Phi A e B se comportaram de maneira semelhante,
destacando-se dos demais e formando um grupo separado com severidade
intermedidria da doenca. Os demais tratamentos, desde a primeira avaliacdo,

formaram um grupo que apresentou menor severidade do mildio da videira ao
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longo das avaliagBes, enquanto que a testemunha sem pulverizagéo apresentou
aumento gradativo da severidade da doenca ao longo das avaliacdes,
destacando-se de todos os tratamentos (Figura 4).

No presente trabalho os fosfitos de potassio Phi A e Phi B em aplicacdo
isolada, apresentaram severidade do mildio da videira estatisticamente superior
ao tratamento padrdo de controle quimico, que é normalmente utilizado no
Nucleo Tecnoldgico Epamig Uva e Vinho. Contudo, Pereira et al. (2010)
observaram que fosfitos de potéassio na dose de 6 e 4,5 mL L™ proporcionaram
controle do mildio nas folhas e nos cachos de videiras cultivar Merlot
semelhante estatisticamente ao tratamento com fungicidas.

Fosfitos de potassio proporcionaram redugdo do mildio da soja em mais
de 50%, levando ao maior rendimento de grdos (SILVAet al., 2011). Peruch e
Bruna (2008) verificaram reducdo de 94% da severidade do mildio nas folhas de
videira cv. Goethe, proporcionada por fosfitos de potassio na dose de 0,3% (40%
P,0s - 20 % K,0). Santos et al. (2011) observaram que formulados de fosfitos,
quando utilizados sozinhos, ndo apresentaram efeito sobre o oidio (Blumeria
graminis f. sp. tritici ) nas folhas de trigo, porém, quando esses fosfitos foram
associados com fungicidas, foram capazes de reduzir a area abaixo da curva de

progresso da doenca de forma significativa.
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Figura 4: Efeito dos tratamentos no progresso da severidade do mildio da
videira cultivar Merlot, na safra 2011/2012. Os fosfitos Phi A e Phi B
foram aplicados em doses equivalentes a 2,1g P,Os L™ - Phi A:
Pepfés (5,0 mL.L™); Phi B: Reforce (6,0 mL.L™"); Fulland (5,9 0
mL.L™); Fungicidas: aplicacdo alternada dos fungicidas Cabrio Top
(2 g L"), Daconil (2 g L™) e Ridomil (2,5gL™).

Na colheita, o tratamento Phi A alternado com fungicidas destacou-se,
proporcionando maior producdo por plantas (kg), maior estimativa de
produtividade (ton/ha), maior nimero e massa de cachos (g), além de maior
massa de bagas (g). Esse comportamento, também, foi verificado para o
tratamento realizado apenas com fungicidas, que foi, estatisticamente, igual em
todos os parametros avaliados, exceto para nimero de cachos no pintor, que foi
menor quando comparado ao tratamento com aplicagdo alternada. Os
tratamentos realizados apenas com os fosfitos de potassio apresentaram menor
produtividade (ton/ha) quando comparados ao tratamento alternado com

fungicidas. O tratamento com Phi A apresentou menor nimero de bagas por
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cacho (dados ndo mostrados), o que pode ter acarretado em maior deslocamento
de nutrientes proporcionando bagas maiores em cachos menores (Tabela 1).

Tabela 1:Efeito dos tratamentos naprodutividade, nimero de cachos no pintor,
peso médio de cachos e de bagas de videira cv. Merlot, na safra 2011/2012,
Caldas (MG).

Estimativa NUmero  Massa M?S§a
" o média
Producéo de de média
Tratamentos ~ das
por planta  producéo cachos dos bagas
(Kg) (tonha')  pintor cachos(g) (3)
Phi A 3,42Db 8,64 b 1475b 88,3 b 1,72 a
Phi B 4,37h 11,64 b 170,3b  102,3b 1,63 b
Phi
AlFungicida 557a 14,84 a 180,8a 122,8a 1,77 a
Fungicida 5,62 a 15,00 a 160,8b  139,8a 1,72 a
Fulland 3,62b 9,67 b 198,0a 7350b 152¢

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(p=0,05). Os fosfitos Phi A e Phi B foram aplicados em doses equivalentes a 2,1g P,0s
L™ :Phi A: Pepfés (5,0 mL.L™); Phi B: Reforce (6,0 mL.L™); Fulland (5,9 0 mL.L™);
Fungicidas: aplicago alternada dos fungicidas Cabrio Top (2 g L™), Daconil 2 g L) e
Ridomil (2,5 g L™). O tratamento Phi A/Fungicida foi realizado alternando
semanalmente os diferentes principios ativos dos fungicidas com a aplicagdo do fosfito
Phi A.

Na regido sul, principal regido produtora de vinhos do Brasil, 0 mosto de
uvas da cultivar Merlot para a vinificacdo apresenta teores médios em torno de
18,4°Brix, acidez total de 104 meq L™ e pH 3,21 (RIZZON; MIELE, 2003). A
composicdo das bagas colhidas na safra de verdo 2011/2012 em Caldas
apresentou valores de sélidos solUveis totais proximos aos observados nas uvas
colhidas na regido sul, pH ligeiramente superior e maior acidez total (Tabela 2).

N&o foi observado efeito significativo dos tratamentos no pH do mosto.
Entretanto, para o teor de solidos solUveis totais, o tratamento com Fulland
destacou-se dos demais, sendo estatisticamente superior aos tratamentos com

fosfitos de potassio Phi A e Phi B, que, por sua vez, foram estatisticamente
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diferentes dos tratamentos com fungicidas e com fungicidas alternados com o
Phi A, os quais apresentaram menores teores de solidos sollveis totais (Tabela
2).

Todos os tratamentos apresentaram acidez acima do recomendado para a
vinificacdo da cultivar (RIZZON; MIELE, 2003), destacando-se os tratamentos
com Fungicidas alternado com Phi A e o Fulland, que foram estatisticamente
superiores aos demais. A colheita ocorreu em meados de fevereiro, sendo uma
época de muitas chuvas na regido, dessa forma, a colheita de uvas finas é
realizada mais cedo, quando as uvas, ainda, apresentam-se com maior teor de
acidez e baixos teores de sélidos sollveis, evitando, assim, as perdas por
podriddes e excessos de chuvas (SOUSAet al., 2002).

O tratamento com Fulland apresentou menor massa média de bagas e
maior teor de sdlidos solUveis totais e acidez total, indicando que,
possivelmente, essas bagas sofreram maior desidratagdo, acumulando maior teor

de acUcar e acidez, quando comparadas aos demais tratamentos (Tabela 1 e 2).

Tabela 2:Efeito dos tratamentos nas caracteristicas analiticas das bagas, solidos
soluveis totais, acidez total titulavel e pH, da cultivar Merlot na safra 2011/2012,
Caldas (MG).

Tratamento Sélid(_)s soll]_veis oH _ A(,:idez total
totais (°Brix) titulavel (meg/L)

Phi A 189b 3,30 a 122,0b

Phi B 18,7b 3,31la 122,0b

Phi A/Fungicida 178¢c 3,28a 1275a

Fungicida 179¢c 3,27 a 1240Db

Fulland 19,4 a 3,30 a 1314 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(p<0,05). Os fosfitos Phi A e Phi B foram aplicados em doses equivalentes a 2,1g P,0s
L™;Phi A: Pepfés (5,0 mL.L™); Phi B: Reforce (6,0 mL.L™); Fulland (5,9 0 mL.L™);
Fungicidas: aplicacéo alternada dos fungicidas Cabrio Top (2 g L™), Daconil 2 g L) e
Ridomil (2,5 g L™). O tratamento Phi A/Fungicida foi realizado alternando
semanalmente os diferentes principios ativos dos fungicidas com a aplicagdo do fosfito
Phi A.
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A pluviosidade interfere no acumulo de agucares nas bagas, pois esta
absorve agua diluindo o acucar, sendo assim, chuvas bem distribuidas ou tempo
seco sdo condigcbes consideradas ideais na maturacdo da uva (GIOVANNINI,
2008). O metabolismo da videira é, também, afetado pela umidade relativa do ar,
que se for elevada propicia a maior incidéncia de doencas fangicas. A maior
atividade fotossintética € obtida na faixa de temperaturas que vai de 20°C a 25°C
etemperaturas a partir de 35°C sdo excessivas. Altas temperaturas afetam
processos de maturacdo das uvas, influenciam nos teores de agucar e acidez das
bagas, além de alterarem 0s compostos aromaticos, antocianinas e polifenois
(TONIETTO; MANDELLLI, 2003).

Nas condi¢cGes normais de cultivo do Sudeste brasileiro, a videira
apresenta o periodo de maturacdo das bagas na estacdo de verdo, com elevado
indice pluviométrico e temperaturas elevadas. CondicGes favoraveis a qualidade,
entretanto, sdo baixa umidade, temperaturas diurnas amenas, possibilitando um
periodo de maturagdo mais lento e a ocorréncia de noites relativamente frias, que
favorecem o acumulo de polifendis, especialmente as antocianas nas cultivares
tintas (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA -
EMBRAPA, 2003). Estas condigdes sdo obtidas na regido cafeeira de Minas
Gerais pelo emprego da técnica da dupla poda para colheita no periodo de
inverno (AMORIM; FAVERO; REGINA, 2005).

Neste experimento, o periodo de pintor até a maturacdo das uvas ocorreu
sob as seguintes condi¢Bes climéticas: 25° e 16,2°C médias de temperaturas
méaxima e minima, respectivamente, pluviosidade média de 283,1mm, umidade
relativa média de 81% e insolagdo média de 106,5 horas. Condi¢cBes ambientais
estas que levaram & antecipacdo da colheita, ndo permitindo alcancar teores

ideais de solidos sollveis, pH e acidez, o que também prejudicou a maturacao
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fendlica, ou seja, o acimulo de antocianinas e compostos fendlicos nas cascas e
sementes.

Ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos
tanto para o teor de antocianinas quanto para os compostos fenélicos sollveis
totais nas cascas de uvas. Para todos os tratamentos, a média dos teores de
antocianinas foi de 10,8 mg g™ de casca e de compostos fendlicos foi de 33,5 mg

g™ de casca (Tabela 3).

Tabela 3:Efeito dos tratamentos nos teores de compostos fendlicos sollveis
totais e antocianinas nas cascas de uvas da cultivar Merlot na safra 2011/2012,
Caldas (MG).

L m fenoli lGvei
Antocianinas Compostos fendlicos solUveis

Tratamento (Mg g'l de casca) totais

(mg g™ de casca)
Phi A 10,1a 29,4 a
Phi B 10,7 a 375a
Phi A/Fungicida 105a 295a
Fungicida 11,8a 36,0 a
Fulland 11,3a 35,2a

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(p=0,05). Os fosfitos Phi A e Phi B foram aplicados em doses equivalentes a 2,1g P,0s
L™:Phi A: Pepfés (5,0 mL.L™); Phi B: Reforce (6,0 mL.L™); Fulland (5,9 0 mL.L™);
Fungicidas: aplicacdo alternada dos fungicidas Cabrio Top (2 g L™), Daconil (2 g L™ e
Ridomil (2,5 g L%). O tratamento Phi A/Fungicida foi realizado alternando
semanalmente os diferentes principios ativos dos fungicidas com a aplicagdo do fosfito
Phi A.

Os teores de antocianinas e compostos fendlicos nas casas de uvas de
videira, tratadas com os fosfitos de potassio A e Phi B, foram maiores do que
aqueles observados por Pereira et al. (2012), que, ao testar os mesmos fosfitos,
observaram teores de antocianinas de 2,7 e 3,7 mg g de casca e de compostos
fenolicos de 12,6 e 16,8 mg g~ de casca, respectivamente, em uvas da cultivar

Merlot. Romero-Cascales et al. (2005) observaram que uvas provenientes de
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vinhedo Merlot, na Espanha, apresentaram teores de antocianinas de 4 mg. g.*
de casca. A concentragdo dos compostos fendlicos depende de numerosos
fatores tais como, cepa e estado de maturacdo da uva, tamanho das bagas,
duracdo da maceracdo e numero de remontagens, temperatura, entre outros
(RIBEREAU-GAYONet al., 2003).

Para o teor de trans-resveratrol na casca, os tratamentos com fungicidas
e com Fulland apresentaram maiores teores, quando comparados com 0s demais
tratamentos. Contudo, para o vinho, todos os tratamentos diferiram entre si,
destacando o tratamento com Phi B que apresentou o maior teor de trans-
resveratrol (Tabela 4). O resveratrol encontra-se em varios tipos de vinho e sua
concentracio pode variar de 0,1 a 15 mg.L™ e a forma predominante, encontrada
em maiores concentra¢fes no vinho, é a trans- e a forma cis-, também, pode ser
encontrada em concentracGes menores, sendo, provavelmente, formado durante
0 processo de vinificagdo (FLANZY, 2000).

Tabela 4:Efeito dos tratamentos no teor de trans-resveratrol na casca e no vinho
de uvas cultivar Merlot na safra 2011/2012, Caldas (MG).

Trans-resveratrol

Casca (mg kg™ peso

Tratamento Vinho (mg L™)
Seco)

Phi A 21,1Db 1,0d

Phi B 19,2 b 8,la

Phi A/Fungicida 23,1Db 40c

Fungicida 28,5a 1,2d

Fulland 30,7 a 6,5b

Médias com mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
Os fosfitos Phi A e Phi B foram aplicados em doses equivalentes a 2,1g P,Os L™.:Phi A:
Pepfos (5,0 mL.L™); Phi B: Reforce (6,0 mL.L™); Fulland (5,9 0 mL.L™); Fungicidas:
aplicacdo alternada dos fungicidas Cabrio Top (2 g L™), Daconil (2 g L) e Ridomil (2,5
g L. O tratamento Phi A/Fungicida foi realizado alternando semanalmente os
diferentes principios ativos dos fungicidas com a aplicacéo do fosfito Phi A.
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Foram verificadas diferencas nos valores de trans-resveratrol da casca e
do vinho para os tratamentos, 0 que, provavelmente, ocorreu em decorréncia das
diferentes formas de extracdo utilizadas em cada metodologia. Para casca, foi
utilizado metanol acidificado como solvente, que é um forte solvente dos
compostos fendlicos e, além disso, essa metodologia de extracdo visa a completa
remocdo dos compostos com a desintegracdo da membrana com o Turrax e
lavagens com o solvente. Na vinificacdo, a extracdo de compostos fendlicos
aumenta com o aumento do teor de alcool, durante a fermentacdo, além das
cascas permanecerem integras e com tempo de contato limitado para evitar
extracdo de taninos verdes, o que pode dificultar a extragdo desses compostos
fendlicos.

Copelli (2005) verificou que videiras Cabernet Sauvignon, tratadas com
fosfito, proporcionaram vinhos com maiores teores de trans-resveratrol, em
média 1,55 mg L™, quando comparados & testemunha, indicando que esses
produtos podem levar a videira & producdo de mais fitoalexinas e,
consequentemente,tornar-se mais resistente. Os compostos fenolicos participam
da defesa das plantas e sua biossintese pode ocorrer em resposta a qualquer
estimulo que provoque a ativacdo do sistema de defesa vegetal (YAMADA,
2004). Segundo Sautter (2003), a uva sintetiza resveratrol em resposta a
agressdes sofridas a planta, que podem ser danos mecénicos, ataque de
patdgenos fungicos, irradiacBes ultravioletas e até por substancias quimicas tais
como etileno e ozdnio. Dessa forma, no presente trabalho, os tratamentos com
fertilizante foliar Fulland e fosfito Phi B, podem ter atuado com indutores de
resisténcia na videira, contribuindo para o aumento dos teores de trans-
resveratrol na casca e no vinho, respectivamente, e controlando o mildio.

De acordo com Jeandet et al. (1995), a concentracdo de resveratrol em
vinhos pode ser alterada por influéncia de doencas e envelhecimento do vinho.

No presente trabalho ndo ocorreu diferenca para os tratamentos no tempo de
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elaboracdo dos vinhos, no entanto, o tratamento com Phi B foi o que apresentou
maior severidade do mildio, ndo diferindo, estatisticamente, do tratamento com
Phi A e, por consequéncia, maior teor de resveratrol no vinho.

Os tratamentos com fungicidas e fertilizante foliar Fulland apresentaram
maior teor de resveratrol nas cascas das bagas, entretanto, ndo foram os que
apresentaram maiores teores destes compostos no vinho. O tratamento com
fosfito Phi B apresentou 0 menor teor na casca e 0 maior no vinho (Tabela 4).
Esse fato, além da severidade da doenga, pode estar relacionado a fragilidade das
cascas das bagas que podem influenciar na extragdo de resveratrol, pois bagas
com cascas mais grossas e resistentes devem ser maceradas por mais tempo e
remontadas com mais vigor para maior extracdo dos compostos fendlicos,
enquanto que bagas com cascas mais finas e frageis necessitam de menos tempo
de maceracio e remontagens mais brandas (RIBEREAU-GAY ONet al., 2006).

De acordo com Daniel e Guest (2005), a acdo do anion fosfito nas
plantas tem sido relacionado a inducdo de resisténcia, por meio do aumento da
resposta de hipersensibilidade (morte celular), lignificacdo, ativacdo do
metabolismo e aumento de fitoalexinas, além da atuacdo direta contra o
patdégeno. Dessa forma, no presente trabalho, os fosfitos podem ter agido de
forma direta e indireta no patégeno P. viticola, pois proporcionaram baixa
incidéncia da doenga, boas caracteristicas de produtividade, além de médio-altos
teores de trans-resveratrol, na casca e no vinho.

Souto et al. (2001) verificaram que vinhos da variedade Merlot,
produzidos no sul do Brasil apresentaram em média 4,04 mg L™ de resveratrol,
sendo esse valor considerado expressivo. Ja Dias (2009) encontrou, em vinhos
da mesma variedade, da safra 2003 e 2006, quantidades médias de 13,11 e 7,33
mg L™ de trans-resveratrol, respectivamente.Mark et al. (2005) encontraram em
vinhos Hungaros, da variedade Merlot,safra de 2002, 14,3mg L? de trans-

resveratrol. No presente trabalho,os tratamentos com Phi B, Phi A alternado com
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fungicida e o tratamento com fertilizante foliar Fulland proporcionaram em
média 6,2 mg L™ de resveratrol, sendo esse valor bem superior ao encontrado
por Souto et al. (2001) e intermediario aos encontrados pelos demais autores,
demonstrando um grande potencial desses tratamentos para a cultura.

Segundo Peynaud (1984), os diferentes fatores ndo atuam do mesmo
modo sobre a dissolucdo das diversas substancias, em particular sobre os
polifendis. As antocianinas se dissolvem rapidamente sé com as operacdes de
esmagamento ou com a curta maceracao que precede o inicio da fermentacéo, e
a remontagem de homogeneizagdo acentua esta dissolugdo. Ja o0s outros
compostos fendlicos se dissolvem mais lentamente, por isso a pouca maceragao,
mesmo de uvas tintas bem maduras, permite obter vinhos com coloragdo intensa,
mas com um baixo indice de polifendis.

Diante dos resultados obtidos, os fosfitos proporcionaram protecdo da
videira contra o mildio, além de caracteristicas de pds-colheita semelhantes ao
tratamento com fungicidas. Sendo assim, os tratamentos com fosfitos e fosfito
alternado com fungicidas podem ser uma alternativa eficaz para 0 manejo do
mildio da videira aumentando a produtividade. A reducdo da intensidade dessa
doenca pode estar relacionada a inducdo de resisténcia nas videiras, a julgar

pelos metabdlitos secundarios acumulados nas bagas e vinhos.

4 - CONCLUSOES

Os tratamentos utilizados com fertilizante foliar Fulland e fungicidas
alternado com Phi A proporcionam baixa severidade do mildio da videira.

O tratamento Phi A alternado com fungicidas proporciona maior
produtividade, nimero, massa de cachos e massa de bagas, semelhante ao

tratamento com fungicidas.
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Os fosfitos ndo alteram as caracteristicas das bagas e os teores de
antocianinas e compostos fendlicos solluveis totais, mas podem influenciar nos

teores de trans-resveratrol nas cascas e nos vinhos.
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ARTIGO 4

Inducéo de respostas de defesa contra Plasmopara viticolaem videira

por fosfito de potéassio
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INDUGAO DE RESPOSTAS DE DEFESA EM VIDEIRA CONTRA PLASMOPARA
VITICOLA POR FOSFITO DE POTASSIO

RESUMO — Obijetivou-seneste estudo verificar a atuacdo do fosfito de potassio na
protecdo de mudas de videira contra o mildio, avaliar o efeito na atividade das
enzimas de defesa peroxidase (POD), fenilalanina aménia-liase (PAL) e
superdxido dismutase (SOD), e na expressao dos genes fenilalanina aménia liase
(PAL), chalcona sintase (CHS) e estilbeno sintase (STSy). O experimento foi
realizado em casa de vegetagdo com mudas de videira cultivar Merlot. As mudas
foram pulverizadas com fosfitos de potéassio Phi A (5,0 mL.L™), fungicida
Cabrio Top (2,0 g.L™) e testemunha (sem pulverizagdo).Para analise da atividade
enzimatica, as coletas foram realizadas as 12, 24 e 72 horas ap6s a aplicacdo
(HAA) e 12, 48, 144 e 240 horas apo6s a inoculagdo (HAI). Para a anélise da
expressao génica, as coletas foram realizadas as 12, 24, 72, 120, 144 e 216 HAA
do tratamento e 12, 48, 144 e 240 HAI com o patégeno. A aplicacdo do fosfito
de potassio Phi A proporcionou 71,4% de controle do mildio, além do aumento
da atividade das enzimas PAL, POD e SOD, principalmente de 12 a 48 HAI Em
folhas tratadas com Phi A, foi observada a indugéo do gene PAL as 48 e 144
HAI. Em folhas tratadas e ndo inoculadas, foi observada inducdo na expressao
do gene STSy das 12 as 144 HAA e para folhas tratadas e inoculadas, apenas as
48 HAI. A expressdo do gene CHS foi maior das 144 as 240. Os resultados
obtidos neste trabalho indicam que o controle da doenca pelo fosfito de potassio
Phi A pode ser explicado pela ativacdo das respostas de defesa nas plantas de
videira pela indugdo de genes e enzimas da rota dos fenilpropanoides.

Palavras chave: Fosfitos, Plasmopara viticola, Vitis vinifera, fenilpropanoides,

inducgdo de resisténcia
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ABSTRACT- The goal of this study was to determine the effect of potassium
phosphite on grapevine against downy mildew, evaluate its effects on the
activity of defense-related enzymes peroxidase (POD), phenylalanina
ammonium lyase (PAL), superoxide dismutase (SOD), and in the gene
expression of PAL, chalcone synthase (CHS), stilbene synthase (STSy). The
experiment was conducted in greenhouse with grapevine seedlings cultivar
Merlot. Seedlings were sprayed with potassium phosphite Phi A (5,0 mL.L™),
fungicide Cabrio Top (2,0 g.L™), and control (non-sprayed). To analyze the
enzymatic activity, the samples were collected at 12, 24, and 72 hours after
spraying (HAA), and 12, 48, 144, and 240 hours after inoculation (HAI). The
application of potassium phosphite Phi A led to 71.4% control of downy mildew
and an increase in the PAL, POD, and SOD activities, mainly from 12 to 48
HAI. Leaves treated with Phi A showed induction of PAL gene at 48 and 144
HAI. In leaves treated with Phi A but not inoculated, an induction in the
expression of STSy was observed from 12 to 144 HAA, whereas for treated and
inoculated leaves, the induction was at 48 HAI only. The expression of CHS was
increased from 144 to 240 HAI. The results observed in these studies indicate
that the potassium phosphite Phi A controlled downy mildew on grapevine, and
the control can be explained by the induction of the plant defense response
trhough the activation of genes and enzymes involved in the phenylpropanoids
pathway.

Keywords — Phosphites, Plasmopara viticola, Vitis vinifera, phenylpropanoids,

induced resistance
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1 INTRODUCAO

A videira (Vitis viniferaL.) é uma das principais frutiferas cultivadas em
todo 0 mundo, inclusive em regifes tropicais e subtropicais como o sul de Minas
Gerais. A cultura é susceptivel a varias doencas, destacando-se o0 mildio causado
pelo patégeno Plasmoparaviticola(Berk.& Curt) Berl. & de Toni.

Esse patogeno, quando em condicdes favoraveis,e se ndo forem tomadas
medidas de controle eficientes, pode levar a perdas de até 100% da producéo na
cultura da videira (MADDENEet al., 2000). O método de controle do mildio da
videira,tradicionalmente, utilizado pelos produtores é o quimico com utilizagao
de fungicidas. Entretanto, para um controle eficiente da doenca, sdo necessarias
varias aplicacdes destes produtos, o que gera altos custos econdémicos e impactos
ambientais negativos, além de que o uso constante de fungicidas pode favorecer
o surgimento de populacdes resistentes do patgeno (SONEGO; GARRIDO,
2005). Para a reducdo de aplicacdo de fungicida, deve haver previsdo eficiente
da infeccdo do mildio, pelos sistemas de previsdo de doengas, que permitem a
utilizacdo de préticas culturais como o manejo integrado de doencas, além da
integracdo de novos compostos que ndo representem risco a saude do homem e
ao meio ambiente(VIRETet al., 2001).

Para contornar esse problema, a busca de estratégias alternativas que
envolvem a ativacdo do proprio sistema de defesa das plantas para o controle de
doengas vem sendo amplamente estudado e tem apresentado resultados
satisfatdrios (AZlZet al., 2006; BAYSAL; TURGUT; MAO, 2005; DANIEL;
GUEST 2006; GODARD et al., 2009; JACKSON et al., 2000). Existem
produtos capazes de induzir o sistema de defesa natural das plantas,
estabelecendo um amplo espectro de resisténcia no local e em tecidos distantes
do local de infec¢do primaria (DURRANT; DONG, 2004). Uma das respostas
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de defesa induzidas da planta é a sintese de proteinas relacionadas a patogénese
(proteinas PR) ea maioria dessas proteinas possuematividade antimicrobiana,por
meio de atividades hidroliticas em paredes celulares de patégenos, ou levando a
toxicidade durante o contato direto ou no envolvimento de sinalizacdo de defesa
da planta contra o patégeno(LOON; PIETERSE, 2006).

Em videira, varios estudos relatam a inducdo de genes que codificam
proteinas PR e enzimas da rota de fenilpropanoides, apds a indugdo com
diferentes eliciadores e diferentes tipos de patogenos (BEZIER; LAMBERT;
BAILLIEUL, 2002; KORTEKAMP, 2006). As respostas de defesa em videira
incluem formagdo de compostos antimicrobianos de baixo peso molecular
(fitoalexinas), deposicdo de fendis, de lignina e de calose no local da infeccéo,
além do aumento da atividade das proteinas PR com atividade hidrolitica
(quitinases e glucanases) (KORTERKAMP, 2006; LEGAYet al., 2011,
TROTEL-AZIZ et al., 2006).

Os fosfitos sdo fertilizantes foliares que apresentam acdo fungitdxica,
induzem resisténcia, com rapida inducdo dos mecanismos de defesa otimizando
a capacidade das plantas de contra-atacarem os patégenos(COHEN; COFFEY,
1986; DALIO et al., 2012). Dessa forma, sdo compostos que podem ser
utilizados na agricultura como alternativa e, ou associados aos fungicidas
convencionais, levando a menor contaminacdo do homem e meio ambiente.

Hukkanen et al. (2008) verificaram o controle do mildio (P. sparsa) em
folhas de amora tratadas com fosfitos, além de identificarem varios compostos
fendlicos nas plantas, oito dias apos a inoculagdo com o patdgeno. Tavares et al.
(2009) observaram aumento da atividade da enzima p-1,3 glucanase em
mamoeiro tratadas com fosfito de potassio, cinco dias ap6s a inoculacdo com
Phytophthora palmivora, além de verificarem a sobrevivéncia de 35% da plantas
inoculadas com o patdgeno. Pereira et al. (2012) observaram em folhas de

plantas adultas de videira no campo, tratadas com fosfito de potéssio, reducéo do
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mildio , com controle de 60,5% da doenca. Dessa forma, fosfitos podem
apresentar um papel importante no controle de doencas das plantas e na ativacao
de mecanismos de defesas.

Na videira, a principal via de sinalizacdo de defesa é a dos
fenilpropanoides, que inicia com a fenilalanina aménia-liase (PAL) e em
seguida, a rota se ramifica nas enzimas chaves chalcona sintase (CHS) e
estilbeno sintase (STSy). Essa via leva a formacdo de flavonoides, estilbenos e
antocianinas, que participam de varios processos durante a formagéo de bagas,
vinificacdo, além de atuarem contra a infeccdo de patdgenos (JEANDET et
al.,2002).

Diante do exposto, objetivou-seneste estudo verificar a atuacdo do
fosfito de potéssio na protecdo de mudas de videira contra o mildio, avaliar o
efeito desses na atividade das enzimas de defesa peroxidase (POD), fenilalanina
amonia-liase (PAL) e superoxido dismutase (SOD), além da atividade na
expressao dos genes fenilalanina aménia-liase (PAL), chalcona sintase (CHS) e
estilbeno sintase (STSy).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL E ISOLADO DO PATOGENO

Em todos os experimentos foram utilizadas mudas de videira com trés
meses de idade, cultivar Merlot(Clone 343), enxertadas sobre porta-enxerto
1103Paulsen, 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 conforme recomendac&o técnica para a cultura (SOUZAet al., 1999).

Para a obtencdo do indculo, folhas de videira naturalmente infectadas
com P. viticola foram coletadas em vinhedos e mantidas em camara Umida, a

25°C, por 24 horas. Apos esse periodo, os esporangios formados foram raspados
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com o auxilio de um pincel de cerdas macias em &gua estéril. Posteriormente, foi
preparada 500 mL de uma suspenso ajustada para 4,0 x10* esporangios mL™ em

agua estéril.

2.2 FOSFITO DE POTASSIO NA PROTECAO DE MUDAS DE VIDEIRA CONTRA O
MiLDIO

Para avaliar o efeito do fosfito na prote¢do das mudas de videira contra o
mildio, foi utilizada a formulacéo de fosfito de potéssio (Phi A) contendo 280 g
L™ de K,0 e 420g L™ de P,Os (Pepf6s®, Pepita Fertilizantes Ltda, Pocos de
Caldas, Brasil) aplicado na dose de 5,0 mL L™, além de testemunha inoculada
sem pulverizagdo e um tratamento padrdo com o fungicida Cabrio Top®
(metiram 550 g kg™ e piraclostrobina 50 g kg™; BASF S.A., S&o Paulo, SP) na
dose de 2,0 gL™. A pulverizacéo foi realizada com o auxilio de um pulverizador
manual, até o ponto de escorrimento, cinco dias antes da inoculagdo. A
inoculacdo com P. viticola foi realizada com pulverizacao foliar da suspenséo de
indculo obtido conforme metodologia descrita anteriormente.

Foram realizadas trés avaliacbes da severidade do mildio nas folhas
dasmudas de videira, em intervalo de sete dias, iniciando-se com o surgimento
dos primeiros sintomas, que ocorreu aos dez dias apds a inoculagdo com o
patdgeno. Foi utilizada a escala de notas proposta por Azevedo (1997) e Cohen,
Reuveni e Baider(1999), com algumas modificagdes. A severidade foi avaliada
em seis folhas do terco médio de cada muda, com notas que variaram de 0 a 5,
das quais a nota O foi atribuida a plantas com auséncia de sintomas, e as notas de
1 a 5 conforme a area foliarlesionada: 1, de 0,1 a 5% da area foliarlesionada; 2,
de 5,1 a 25%; 3, de 25,1 a 35%; 4, de 35,1 a 50%; e 5, mais de 50% da area
foliarlesionada.A partir dessas avaliagGes, foi calculada a rea abaixo da curva

de progresso da severidade do mildio (AACPSD) para cada parcela. Os indices
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de controle do mildio foram obtidos, por meio da relacdo 1-x/y, em que X
representa o indice da doenca das plantas tratadas e y, o indice de doenca da
testemunha (LI; ZINGEN; BUCHENAUER, 1996).

2.3 FOSFITO DE POTASSIO NA ATIVIDADE DE ENZIMAS E NA EXPRESSAO DE
GENES RELACIONADOS A DEFESA EM MUDAS DE VIDEIRA

Para determinar a atividade das enzimas peroxidase de guaiacol(POD),
fenilalanina amonia-liase (PAL) e superdxidodismutase(SOD) e na expressdo
dos genes que codificam para fenilalanina amonia-liase (PAL),estilbeno sintase
(STSy) e chalcona sintase (CHS) nos tecidos foliares de mudas de videira, foi
pulverizado o fosfito de potassio na dose de 5,0 mL L™, além de testemunha
pulverizada apenas com agua, todos inoculados e ndo inoculados com P.
viticola. A pulverizacdo foi realizada com pulverizador manual, até o ponto de
escorrimento e a inoculacéo foi realizada com a pulverizagdo da suspensao de
indculo, como descrito anteriormente, cinco dias apds a pulverizacdo dos

tratamentos.

2.3.1 ANALISES BIOQUIMICAS

Para as andlises bioquimicas, foram coletadas quatro folhas do terco
médio de cada muda de videira, trés mudas por parcela por coleta, nos tempos de
12, 24, 72, 120, 144, 216 e 288 horas apos a aplicacdo (HAA) dos tratamentos o
que correspondeu ao periodo de 12, 48, 144 e 240 horas apds a inoculagdo
(HAI), pois a inoculacédo foi realizada cinco dias apds a aplicagdo (120 HAA).
Imediatamente apOs cada coleta, as folhas foram congeladas em nitrogénio

liquido e armazenadas a -80°C, até 0 momento das analises.
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Os tecidos foliares coletados foram triturados em nitrogénio liquido,
com almofariz e pistilo, até a obtencdo de um po fino. Posteriormente, 1g desse
p6 foi depositado em um tubo, ao qual se adicionaram4 mL de tampdo acetato
de sddio 50mM pH 5,2 e homogeneizou-se, por 10 segundos, em agitacdo. Apds
esse processo, a suspensao foi centrifugada a 12.000g por 15minutos (4°C) e o
sobrenadante foi utilizado na analise enzimatica.

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

A atividade de peroxidase de guaicol (POD; EC 1.11.1.7) foi
determinada pela adi¢do de 7 pL do extrato enzimatico ajustado para 200uL de
solucdo contendo acetato de s6dio 50 mM pH 5,2, 20mM de guaiacol e 60mM
de peréxido de hidrogénio. Apds incubagdo a 30°C, por 10 minutos, a
absorbancia foi medida em espectrofotémetro a 470nm. A atividade da enzima
foi calculada usando o coeficiente de extincdo molar de 26,6 mM™cm™
(OZDEN; DEMIREL; KAHRAMAN, 2009).

A atividade da fenilalanina amonia-liase (PAL; EC 4.3.1.5) foi medida
pelo método modificado de Tanaka e Uritani(1997). A mistura da reacdo foi
preparada adicionando 100 pL do tampdo Tris-HCI (100 mM pH 8,8) e 50 pL
de fenilalanina (40 mM) com 50 pL do extrato enziméatico. A mistura da reacdo
foi incubada por 30 minutos a 37° C e foi paralisada com adic¢éo de 50 pL &cido
tricloroacético (TCA) a 6 N. A fenilalanina foi adicionada aos controles apds a
incubacéo e da adigdo de TCA. A mistura do ensaio foi centrifugada a 10.000 g
por 15 minutos a 4°C e a absorbancia do sobrenadante foi medida em 280 nm.
Foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de 17,4 mM™cm™ para quantificar
a formagdo de acido trans-cindmico formado durante a reagdo enzimética
(TROTEL-AZZIZ et al., 2006).
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A atividade da superdxidodismutase (SOD; EC 1.15.1.1) foi
determinada medindo a capacidade da enzima para inibir a fotoredugédo do azul
de nitrotetraz6lio (NBT) na presenca de riboflavina e luz. A mistura da reacdo
continha 50 mM de tampdo fosfato de potassio (pH 7,8), 14 mM de D-
metionina, 75 UM de NBT, 2 uM de riboflavina, 0,1 mM de EDTA e 20 pyL do
extrato enzimatico. Uma unidade da atividade da enzima SOD corresponde a
guantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT na
absorbancia de 560 nm em espectroftometro.As placas, contendo a mistura,
foram acondicionadas em uma cdmara iluminada por lampada fluorescente de
30Wpor 10 minutos. A reacdo foi paralisada com desligamento da luz e foi
realizada leitura no espectrofotbmetro a 560 nm (OZDEN; DEMIREL;
KAHRAMAN, 2009).

2.3.1 ANALISE QUANTITATIVA EM TEMPO REAL DA EXPRESSAO DOS GENES
DE DEFESA

A coleta das folhas para extracdo de RNA e analise da expressao génica
foi realizadaas 12, 24, 72, 120, 144 e 216 HAA dos tratamentos e 12, 48, 144 e
240 horas ap6s a inoculagdo (HAI) com P. viticola. Imediatamente ap6s cada
coleta, as folhas foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C,
até o momento da extracdo de RNA.

O RNA total foi extraido de 100 mg de tecidos de folhas de videira
moidas em liquido nitrogénio até formar um p6 fino, utilizando almofariz e pildo
tratados com DEPC 0,05% (v/v), deixados overnight e autoclavados por 30
minutos. Sobre 0 p6 macerado foram adicionados 450 pl de tamp&o de extragdo
(GiTc 4M, pvp 2,5%, NaOAc 0,2 M pH 5,2, EDTA 25 Mm pH 8,0 e KOAc 1
M) e 45 ul de B — Mercapto-Etanol, e agitados . Apds,a mistura foi levada ao
banho Maria 70° C por 3 minutos, seguindo o protocolo de extragdo do Kit SV

Total RNA Isolation System (Promega®). A integridade do RNA foi visualizada
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em gel de agarose 1,2%, corado com GelRed™. Os RNAs de todas as amostras
das trés repeti¢Oes bioldgicas foram isolados separadamente. As amostras foram
quantificadas em espectrofotdbmetro NanoDropTM Espectrophotometer ND-100

(NanoDrop Technologies ™).

2.3.1.1 TRATAMENTO coM DNASE

As amostras de RNA total foram tratadas com TURBO™ DNase |
(Ambion), segundo especificagbes do fabricante, para a eliminagdo de eventual
DNA presente.

A integridade do RNA foi verificada por uma PCR convencional
(controle negativo) para constatar a pureza das amostras, ou seja, a auséncia de
bandas no gel, comprovando a inexisténcia de DNA. As amostras contaminadas
foram retratadas com o inibidor Turbo DNA-free Kit (Ambion), conforme as
especificagdes do fabricante, para eliminacdo de contaminagdo de DNA residual.
A integridade do RNA foi visualizada em gel de agarose 1,0%, corado com
GelRed™. As amostras tratadas com DNAse foram novamente quantificadas em
espectrofotdmetro  NanoDropTM Espectrophotometer ND-1000 (NanoDrop
TechnologiesTM).

2.3.1.2 SINTESE DE CDNA

As amostras que apresentaram alto grau de integridade e pureza foram
usadas para a sintese de cDNA utilizando-se o kit ‘SuperScript® 111 First-Strand
Synthesis SuperMix’(Invitrogen), seguindo protocolo sugerido pelo fabricante,
utilizando 1,2 pug de RNA total para a sintese do cDNA.As amostras foram

armazenadas a -20°C até o uso.
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2.3.1.3 DESENHO DE PRIMERS PARA OS GENES RELACIONADOS A DEFESA DA
VIDEIRA

Utilizando o programa ‘Primer3’(versdo 0.4.0), primersadequados para
PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR ) foram desenhados especificamente
para os genes fenilalanina amonia-liase (PAL), estilbeno-sintase (STSy) e
chalcona-sintase (CHS) de videira, utilizando sequéncias ja descritas para videira
(Tabela 1). Além desses genes, foram desenhados primers para amplificar genes
que foram usados como controle constitutivo nas rea¢des de RT-gPCR. Os genes
escolhidos codificam proteinas ‘housekeeping’ de fungbes constitutivas e
presentes em niveis similares nas diferentes fases, tais como Ubiquitina (UBQ) e
Dehydrogenase subunidade 5 (NAD5) (GUTHAet al., 2010).

Tabela 1 Sequéncias dos primers utilizados para a analise de gRT-PCR.

Tamanho do

Genes Sequéncia dos primers - Referéncias
amplicon (pb)
Guthaet al. (2010),
PAL F: 5> ATGGTTTCAAGGGAGCAGAA 3’ 90 Landi e Romanazzi
R:5° CACTTTCGACATGGTTGGTG 3’ (2011) e Kortekamp
(2006)
cHs F: 5 CATGCCCGGTGCTGACTAC 3’ o3 ?_L;tnh(; it Str%%\g)z?
R: 5" AGCAGCCCTGTTGGTACAT3’
(2011)
F: 5" AGGGTCACTAAGAGCGAGCA 3’
STSy R: 5° GCTCCTCAAGCATTTCTTCG 3’ 115 Kortekamp (2006)
F: 5 TCTGAGGCTTCGTGGTGGTA 3’
UBQ R: 5 AGGCGTGCATAACATTTGCG 3’ 99 Gutha et al. (2010)
NADs FiS GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGIT 3° 181 Guthast al. (2010)

R: 5" CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA 3’

(PAL) fenilalanina amonia-liase. (CHS) chalcona sintase. (STSy) estilbeno sintase.
(UBQ) ubiquitina. (NAD5) dehydrogenase subunidade 5. (R) sequéncia do primer
reverse. (F) sequéncia do primer forward.
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2.3.1.5 ANALISE QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (QRT-PCR)

A andlise da expressdo génica quantitativa por gRT-PCR foi realizada
em sistema de deteccdo de sequéncias ABI PRISM 7500 Real-Time PCR
(Applied Biosystems) do Laboratério Central de Biologia Molecular da UFLA,
usando SYBR Green®, o qual se baseia na capacidade do fluoréforo de intercalar
as fitas duplas de cDNA. As condicGes térmicas da reacdo foram 2 minutos, a
50°C, 10 minutos a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1
minuto a 60°C, finalizando com 15 segundos a 95°C. Os dados gerados foram
armazenados e analisados no programa 7500 Fast Software (Versédo 2.1).

Para cada reagdo, foram utilizados 1 pL de cDNA (diluido 1:3), 0,2 puL
de cada primer (na concentracéo 1,5uM)e 5,0 uL de Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied BiosystemsTM). A reagdo foi completada com 3,6 uL de
4gua livre de nuclease (nuclease-free water) (Ambion™), para um volume final
de 10,0 uL por amostra. As amostras foram processadas em tréplicas. Os
resultados foram normalizados, usando CTs (ciclo Threshold), obtidos para
controles enddégenos presentes na mesma reacdo. O CT foi determinado pelo
numero de ciclos nos quais a fluorescéncia gerada dentro de uma reacédo cruza a
linha Threshold. O método usado foi o Cy comparativo.

A normalizacdo foi realizada utilizando-se a equagdo ACt = Ct (gene
alvo) - CT (controle enddégeno). A calibracdo foi determinada pela férmula
AACt = ACy (amostra) - ACy (calibrador). O calibrador € uma amostra usada
como base para resultados de expressdo comparativa, neste caso, o calibrador foi
a testemunha em cada tempo de coleta. A quantificagdo relativa foi obtida pela
formula 2 4 ; (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Apbs serem analisados, os dados gerados pelo programa 7500 Fast
Software (Versdo 2.1) foram exportados para o programa Microsoft Excel, para
realizagdo dos calculos de ACt, AACt e da quantificagéo relativa (RQ) para a

posterior construgao dos graficos.
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Para verificar o efeito do indutor fosfito Phi A sobre a expressédo de cada
gene, os calculos de quantificacdo relativa foram realizados utilizando-se como
calibrador, os dados obtidos, a partir das amostras controle (testemunha),
pulverizadas com &gua para os tratamentos ndo inoculados, e para os tratamentos
inoculados, plantas pulverizadas com 4gua e inoculadas com o patdgeno, para 0s
respectivos tempos de coleta.

A abundancia de transcritos génicos foi normalizada pela expressao do
gene UBQ e NADS5, utilizados como controle enddgeno. Os resultados foram
normalizados usando C+s (Ciclo Threshold) obtidos para controles endégenos

presentes na mesma rea(;éo.

2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE DOS DADOS

O experimento realizado para comparar a eficacia do fosfito de potassio
(Phi A) e do fungicida (metiram e piraclostrobina)na protecéo da videira contra
o mildio foi realizado em delineamento de blocos casualizados, com quatro
blocos e parcela experimental composta por seis plantas. Os experimentos, para
avaliar as atividade das enzimas de defesa e expressdo génica, foram realizados
em delineamento de blocos casualizados com trés repeticdes com trés plantas
por parcela. As atividades das enzimas foram calculadas pela média das
repeticbes em cada época de coleta e foi calculado, também, o erro padrdo da
média. Os experimentos foram realizados em duplicata. Os dados médios da
AACPSD, foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram

comparadas pelo Scott-Knott (P<0,05).

3 RESULTADOS

3.1 FOSFITO DE POTASSIO NA PROTECAO DA VIDEIRA CONTRA O MILDIO
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Os tratamentos com fosfito de potassio e o fungicida proporcionaram
menor severidade do mildio nas mudas de videira, sendo estatisticamente iguais
entre si e diferentes da testemunha. O fosfito de potassio Phi A proporcionou
controle de 71,4% e as mudas tratadas com o fungicida apresentaram reducéo na

severidade do mildio da videira em 65,1% (Tabela 2).

Tabela 2 Efeito dos tratamentos na area abaixo da curva de progresso da
severidade da doenca (AACPSD) e no controle do mildio nas folhas de
videiracv. Merlot. .

Tratamento AACPSD Controle (%)
Fosfito de potassio (Phi A) *110,8 a 71,4
Fungicida 1353 a 65,1
Testemunha 387,6b
cv 7,4

*Médias com mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste Scott-Knott (p<0,05). O
fosfito de potéssio (Phi A) foi aplicado na dose de 5,0 mL L™ e fungicida (metiram
epiraclostrobina) foi aplicado na dose de 0,2 g L™.CV: coeficiente de variagéo.

3.2 FOSFITOS DE POTASSIO PHI A NA ATIVIDADE DE ENZIMAS
RELACIONADAS A DEFESA EM FOLHAS DE VIDEIRA

Em plantas ndo inoculadas com o patdgeno e pulverizadas com fosfito
de potéssio, até as 144 horas apds a pulverizagdo (HAA), ndo foi observado
aumento expressivo na atividade da fenilalanina amoénia-liase quando
comparadas com a testemunha pulverizada com agua. A partir de 144 HAA foi
observado aumento na atividade da enzima, com um pico maximo as 216 HAA,
74% maior que a testemunha pulverizada com 4agua. Posteriormente, essa
atividade enzimatica diminuiu, apresentando-se com 23,3% maior que a
testemunha as 288 HAA. Em plantas pulverizadas com agua (testemunha) e

inoculadascom P. viticola, observou-se aumento de atividade dessa enzima as 12
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HAI (120 HAA), apresentando pico maximo de atividade (62%) as 144 HAI
(216 HAA) (Figural).
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Figura 1 Atividade de fenilalanina amdnia-liase (PAL) em folhas de mudas de videira
‘Merlot’, apods tratamento comfosfitos de potassio, Phi (5 mL L) em
comparacdo com a testemunha pulverizada com 4gua. Seta indica a inoculagao
com P. viticola (+), a qual foi realizada cinco dias apds a pulverizagao.

A atividade de peroxidase em mudas de videira ndo inoculadas manteve-
se constante em praticamente todas as avaliagdes, exceto aos 120 e 288 HAA,
onde foram observados picos na atividade desta enzima de até 300% em relacéo
a testemunha. Em mudas tratadas com Phi A e inoculadas com P. viticola, foi
observado aumento expressivo na atividade de POD logo ap6s 144 HAI (216
HAA) com o patégeno, mantendo-se alta até 240 HAI (288 HAA) (Figura 2).
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FIGURA 2 Atividade de peroxidase (POD) em folhas de mudas de videira ‘Merlot’, apos
tratamento com fosfitos de potassio, Phi A (5 mL L™) em comparagio com a
testemunha. Seta indica a inoculagdo com P. viticola (+), a qual foi realizada
cinco dias ap0s a pulverizagao.

A atividade da enzima antioxidante SOD manteve-se constante, com
pequenos aumentos das 12 até 288 HAA, em plantas tratadas com fosfito Phi A,
porém, ndo inoculadas. Ja para plantas tratadas e inoculadas com P. viticola foi
observado aumento na atividade desta enzima logo apos a inoculacéo, as 120
HAA (=12 HAI), com pico maximo de 50% de atividade a mais, em relacdo a
testemunha as 48 HAI (144 HAA), mantendo-se alta até 144 HAI (216 HAA)
(Figura 3).
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Figura 3 Atividade de superdxidodismutase (SOD) em folhas de mudas de videira
‘Merlot’, ap6s tratamento com fosfitos de potassio, Phi A (5 mL L) em
comparagdo com a testemunha.Seta indica a inoculagdo com P. viticola (+), a
qual foi realizada cinco dias ap0s a pulverizacao.

3.2 FOSFITOS DE POTASSIO PHI A NA EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS
A DEFESA EM FOLHAS DE VIDEIRA

A pulverizagdo com fosfito de potéassio induziu a expressdo do gene
PAL, em plantas ndo inoculadas, em relagdo a testemunha pulverizada com agua
em todos os tempos analisados, sendo a expressdo mais significativa, 6,5 vezes
mais expressa que a testemunha, as 144 HAA (Figura 4A). Em plantas tratadas
com fosfito de potassio e inoculadas com o patégeno P. viticola, foi observado

aumento significativo na expressdo do gene as 48 e 144 HAI (Figura 4B).
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FIGURA 4 Perfil da expressdo quantitativa relativa por PCR em tempo real (QRT-PCR)
do genes PAL (EQRGCAT). A: expressao do gene PAL em folhas videira
apenas com indutor Phi A, nos tempos 12, 24, 72, 120, 144 e 216 horas
apos pulverizacdo de mudas de videira com fosfito de potassio Phi A; B:
expressdo do gene PAL em folhas de videira com indutor Phi A inoculadas
comP. viticola, nos tempos 12, 48, 144 e 240 horas apés a inocula¢do com o
patdgneo P. viticola. Colunas representam a inducdo média de transcritos
relativos aos controles (testemunha) ndo induzidos e ndo inoculados, no
mesmo periodo, com valores dados a partir da média de cDNA dos trés
ensaios. A abundancia de transcritos génicos foi normalizada pela expresséo
dos genes UBQ e NAD5. Barras nas colunas representam o erro padréo da
média.
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A expressdo do gene STS foi induzidanas folhas das mudas pulverizadas
com fosfito de potassio (Phi A) sem inoculagdo com o patdgeno em todas as
avaliacOes, sendo essa super-expressdo de até 6 vezes em relacdo a testemunha
pulverizada com agua (Figura 5A). Em plantas tratadas com fosfito de potéssio
(Phi A) e inoculadas com P. viticola, as 48 horas ap6s a inoculacdo, foi
observada uma super-expressdo de 25 vezes a mais que a testemunha inoculada.
Nas demais avaliacGes, esse gene foi represso quando comparado a testemunha
(Figura 5B).
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FIGURA 5 Perfil da expressdo quantitativa relativa por PCR em tempo real (QRT-PCR)
do genes STS (EQRGCAT). A: expressdo do gene STS em folhas videira
apenas com indutor Phi A, nos tempos 12, 24, 72, 120, 144 e 216 horas ap6s
pulverizagdo de mudas de videira com fosfito de potéssio Phi A; B: expresséo
do gene STS em folhas de videira com indutor Phi A inoculadas comP.
viticola, nos tempos 12, 48, 144 e 240 horas apds a inoculagdo com o
patégneo P. viticola. Colunas representam a indugdo média de transcritos
relativos aos controles (testemunha) ndo induzidos e ndo inoculados, no
mesmo periodo, com valores dados a partir da média de cDNA dos trés
ensaios. A abundancia de transcritos génicos foi normalizada pela expresséo
dos genes UBQ e NADS. Barras nas colunas representam o erro padrdo da
média.
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O gene CHSfoi represso em mudas de videira tratadas com fosfito de
potéssio (Phi A) e ndo inoculadas, em todas as avaliagGes, exceto as 12 e 144
horas, onde foi observadaa indugdo de 3,2 e 1,2 vezes, respectivamente, em
relacdo a testemunha (Figura 6A). Em plantas tratadas com fosfito de potéssio
(Phi A) e inoculadas com P. viticola foi observada maior expressdo do gene as
144 HAA, mantendo-se alta até as 240 HAA, sendo essa expressao 5,3 e 2 vezes
mais altas, respectivamente, em comparacdo com a testemunha inoculada
(Figura 6B).
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FIGURA 6 Perfil da expressao quantitativa relativa por PCR em tempo real (QRT-PCR)
do genes CHS (EQRGCAT). A: expressdo do gene CHS em folhas videira
apenas com indutor Phi A, nos tempos 12, 24, 72, 120, 144 e 216 horas apds
pulverizagdo de mudas de videira com fosfito de potéssio Phi A; B: expressdo
do gene CHS em folhas de videira com indutor Phi A inoculadas comP.
viticola, nos tempos 12, 48, 144 e 240 horas apds a inoculagdo com o
patégneo P. viticola. Colunas representam a indu¢do média de transcritos
relativos aos controles (testemunha) ndo induzidos e ndo inoculados, no
mesmo periodo, com valores dados a partir da média de cDNA dos trés
ensaios. A abundéancia de transcritos génicos foi normalizada pela expressdo
dos genes UBQ e NADS. Barras nas colunas representam o erro padrdo da
média.
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4 DISCUSSAO

O fosfito de potéassio (Phi A) proporcionou controle de P. viticola,
diminuindo a severidade da doenca nas folhas de videira cv. Merlot. Além disso,
proporcionou 0 aumento das enzimas PAL, POD e SOD, as quais estdo
relacionadas a defesa de plantas contra patdgenos. O aumento das enzimas
ocorreu, principalmente, apds a inoculacdo com P. viticola. Foi caracterizado,
também, o aumento da expressdo dos genes STSy, PAL e CHS, os quais sdo
genes importantes, ndo somente para a videira, mas para as plantas em geral,
pois participam na rota dos fenilpropanoides (JEANDET et al., 2002).

Os fosfitos vém sendo utilizados no controle de diversos patdgenos em
diferentes culturas. Alguns autores demonstram a atuacdo direta, com efeito
toxico sobre o0s patdgenos, enquanto outros mostram que os fosfitos sdo capazes
de estimular a formacdo de substancias naturais de autodefesa das plantas,
levando a uma maior protecdo ao ataque de patégenos (AMIRI; BOMPEIX,
2011; DANIEL; GUEST, 2006; ESHRAGHIet al., 2011; KING et al., 2010;
KORTEKAMP, 2006; PEREIRA et al., 2010).

Diversos autores relatam que videiras, durante a infeccdo com
patdgenos, expressam diversas reacdes de defesa, tais como aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio, reacGes de hipersensibilidade,
aumento da atividade de peroxidase, acimulo de compostos fendlicos, producédo
de fitoalexinas (estilbenos), além da sintese de proteinas relacionada a
patogénese  (PRP’s) (CHONGet al., 2008; KORTEKAMP, 2006;
KORTEKAMP; ZYPRIAN, 2003; LEGAY et al., 2011; PEZET et al., 2004;
POLESANI et al., 2010; TROTEL-AZIZ et al., 2006).

Kortekamp (2006) observou aumento da expressao dos genes PAL, CHS
e STSy, 12 e 24 horas ap06s a inoculagdo com o patogeno P. viticola em folhas de
videira cv. Riesling. J& no presente trabalho, 0 aumento da expressdo desses

genes foi verificado as 48 e 144 horas apés a inoculagdo com o patégeno.



123

Legay et al. (2011) observaram em videira cv. Chasselas, a expressao de
mais de 800 genes em resposta a infecgdo por P.viticolae 24% desses genes
foram classificados como envolvidos na resposta de defesa e 11% como
envolvidos na biossintese de lignina e fenilpropanoides. Esses mesmos autores,
ao utilizar a técnica de RT-gPCR, em plantas inoculadas e ndo inoculadas, genes
PR foram altamente induzidos. A expressdo de PR-10 e quitinase foram
superiores a testemunha em 160 vezes, 12 horas ap6s a inoculacdo, ja 0 gene
PR-1, em plantas inoculadas, foi 9,5 vezes mais induzido, as 12 horas ap6s a
inoculagédo e, por fim, esses autores observaram que a expressdo do gene CHS
ndo foi alterada quando as mudas de videira foram inoculadas com P. viticola.
No presente trabalho, plantas tratadas com fosfito de potassio, as 12 horas apos a
aplicagdo, apresentaram expressdo de CHS 3,5 vezes superior a plantas néo
tratadas e, quando as plantas tratadas foram inoculadas com P. viticola, foi
observada a expressao deste gene, em 5,3 e 3 vezes superior a testemunha
pulverizada com agua e ndo inoculada, correspondendo a 144 e 240 horas apos a
inoculagdo com o patdgeno, respectivamente.

Ao pulverizar folhas de videira cv. Chardonnay com &cido salicilico
(AS) e a mistura de metiljasmonato e precursor de etileno (MeJa/ACC), Chong
et al. (2008) observaram que esses compostos induziram a expressdo do gene
PAL e ndo alteraram a expressdo do gene STSy. Ao inocular as folhas com os
patdgenos Botrytis cinerea e P. viticola, 0s autores observaram que esses genes
foram altamente expressos, a partir de 48 horas da inoculagdo, o gene PAL foi
fortemente expresso de 48 até 96 horas apds a inoculagdo e, jA 0 gene STSy,
mostrou-se com maior expressdo até 72 horas apos a inoculagdo. O fosfito de
potassio neste trabalho, também, foi capaz de aumentar a expressdo dos genes
PAL e STSy. Para o gene PAL, a maior expressao foi obtida 144 horas ap6s a
aplicacdo e para o gene STSy, o fosfito de potéssio proporcionou aumento das 12

até 144 horas ap0s a aplicacdo. Em plantas tratadas com fosfito de potéssio (Phi
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A) e inoculadas com P. viticola o gene PAL foi fortemente expresso as 48 e 144
horas apés a inoculagdo e o gene STSy, mostrou-se com super expressao apenas
48 horas ap6s a inocula¢do com o patdgeno.

Além de patdgenos, outras substancias, tais como produtos e extratos
vegetais, podem induzir respostas de defesa em plantas, além de promover o
aumento na resisténcia contra os mesmos (AZIZet al., 2006; GODARD et al.,
2009; HAMIDUZZAMAN et al., 2005; TROTEL-AZIZ et al., 2006). No
presente estudo, o fosfito de potéssio (Phi A) foi capaz de desencadear aumento
na expressdo dos genes PAL, STSy e CHS, os quais sdo genes da via dos
fenilpropanoides, e que na videira, sdo muito importantes, pois a PAL inicia a
via biossintética de fenilpropanoides, o STSy conduz a sintese das fitoalexinas,
no caso o resveratrol, e a CHS, é responsavel pela biossintese das antocianinas
(JEANDET et al., 2002; ROBERT et al., 2001).

Ao avaliar o efeito de prolina exdgena em folhas de videira cv.
Okuzgozu, Ozden, Demirel e Kahraman(2009) verificaram em folhas, com
maior estresse, que a aplicacdo de prolina proporcionou efeitos contréarios para
as enzimas antioxidantes SOD e POD, verificando aumento na atividade de POD
e diminuicdo na atividade de SOD, com aumento de prolina exdgena nas folhas.
Trotel-Aziz et al. (2006) observaram que quitosana na dose de 75 mg L™
proporcionaram controle de 70% de B. cinera em folhas de videira cv.
Chardonnay, além de verificarem o aumento da atividade da enzima PAL, com
picos as quatro, seis e 12 horas apo6s a pulverizagdo. Jackson et al. (2000)
verificaram que 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 aménia-liase (PAL),
cinamil alcool desidrogenase (CAD) e, consequentemente, a elevada sintese de

compostos fenolicos, além de reducdo do desenvolvimento de lesbes da doenca
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em folhas tratadas com fosfito, corroborando com os resultados obtidos neste
trabalho.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo semelhantes aos obtidos por
Jackson et al. (2000), Ozden, Demirel e Kahraman(2009) e Trotel-Aziz et al.
(2006) evidenciando que determinadas substancias podem desencadear o
mecanismo de reacdo de plantas, induzindo enzimas que irdo atuar no
mecanismo de defesa contra patdgenos. Todas as enzimas testadas tiveram a
atividade aumentada com a pulverizacdo de fosfito de potassio Phi A,
principalmente apos a inoculagdo com o patdgeno P. viticola, caracterizando o
efeito priming, com uma répida e efetiva ativacdo da resposta de defesa celular
(CONRATH; PIESTERSE; MANI, 2002).

De acordo com Jeandet et al. (2002), as fitoalexinas estilbénicas da
videira, tais como flavonoides, sdo formados na rota dos fenilpropanoides. A
sintese desses compostos s6 ocorre se a PAL e genes subsequentes forem
induzidos. Dessa forma, CHS e STS s8o as enzimas mais importantes na
ramificacdo da rota dos fenilpropanoides, sendo suas atividades enzimaticas e
expressao génicas, intimamente relacionadas com a biossintese de fitoalexinas
em videira. Segundo Bézier, Lambert e Baillieul (2002), uma maior expressao
de CHS e STSy, ap6s a inoculagdo com P. viticola, pode indicar uma ativacao
de respostas de defesa, entretanto isso pode ndo ser o fator limitante para
impedir a entrada e estabelecimento do patogeno.

Biologicamente, os zodsporos de P. viticola, quando em contato com
folhas de videira susceptiveis, germinam formando tubo germinativo que
penetram nos estdbmatos e em seguida comeca sua colonizagdo foliar. Esse
processo de colonizagdo leva até 48 horas e com 0 méximo de quatro a cinco
dias, ocorre formacdo de mancha 6leo, que, em condi¢des favordveis, com alta
umidade, as hifas crescem na cavidade subestoméatica e ddo origem a

esporangioforos que emergem dos estbmatos, tornando uma esporulacao visivel
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com até sete dias ap6s a infeccdo (BURRUANO, 2000). Gindro, Pezet e
Viret(2003) observaram aumento de calose e viniferin 48 horas apés a
inoculacdo com P. viticola em 42 cultivares de videira. De acordo com 0s
resultados do presente estudo, 0s genes e as enzimas avaliadas durante a
interacdo de folhas de videira tratadas com Phi A e inoculadas com P. viticola
aumentaram significativamente a expressao e atividade de 12 até 48 horas, apds
a inoculacdo, indicando a resposta da planta no inicio da infeccdo. Esse
comportamento, também, foi observado em plantas apenas tratadas com o fosfito
Phi A, mostrando o potencial desse composto em contribuir e aumentar a
resposta de defesa da videira, 0 que levou ao maior controle da doenga nas
folhas.

O fosfito de potéssio Phi A mostrou-se como indutor de resisténcia em
plantas de videira cv. Merlot, aumentando a expressdo de genes e enzimas, que
atuam como antioxidantes e na rota dos fenilpropanoides, relacionados a defesa
da videira, levando ao controle da doenca nas folhas.

5 CONCLUSAO

O fosfito de potéssio (Phi A) proporciona controle do mildio da videira.

O fosfito de potassio (Phi A) induz aumento da expressdao de genes e
atividade de enzimas relacionadas a defesa, que participam da via dos
fenilpropanoides na videira.

O fosfito de potéssio pode ser uma alternativa no manejo integrado do
mildio da videira, atuando como indutor de resisténcia levando a menor

severidade da doenca.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo revelou que o controle do mildio da videira pelo
fosfito de potéssio pode ser explicado pela ativagdo das respostas de defesa nas
plantas de videira por meio da inducdo de genes e enzimas da rota dos
fenilpropanoides.

A ativacdo das respostas de defesa, bem como os mecanismos que as
envolvem sdo complexos e,durante uma intima interacdo planta-patogeno, é
esperado detectar aumentos e decréscimos de niveis de expressado e atividade dos
diversos genes e proteinas envolvidos na defesa vegetal, durante todo o curso do
processo infeccioso.

Os fosfitos de potassio podem ser utilizados no manejo de doencas da
videira, pois ndo alteraram as caracteristicas fisico-quimicas das bagas, além de
proporcionar produtividade semelhante aos tratamentos com fungicidas padrdes
utilizados e, também, influenciar nos teores de trans-resveratrol nas cascas e
vinhos.

Tornam-se necessarios mais estudos para reafirmar a influéncias dos
fosfitos nos vinhos, além da necessidade de uma andlise sensorial nos mesmos
para verificar se ndo interferem na qualidade destes.

A aplicacdo dos fosfitos de potassio de forma alternada com fungicidas
convencionais pode ser uma alternativa eficiente para 0 manejo integrado do

mildio da videira, reduzindo custos e proporcionando maior controle da doenga.
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ANEXOS

Figura 1: Escala de notas utilizada para avaliacdo do mildio (P. viticola) em
folhas de videira cv. Merlot, em todos os experimentos. Adaptada da
escala de Azevedo (1997) e Cohen et. al., (1999). Notas: 0 — auséncia
doenca; 1 — até 5% sintomas; 2 — até 20% sintomas; 3 — até 35%
sintomas; 4 — até50% sintomas e 5 — Mais de 50% com sintomas
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ANEXO II

Figura 1: Videiras submetidas aos tratamentos com fosfito de potassio Phi A,
nas diferentes concentracdes de P,Os, comparadas aos tratamentos com
fertilizante foliar Fulland, fungicidas e testemunha, para controle do
mildio (P. viticola) em Caldas-MG, na safra de 2010/2011.
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ANEXO 11

Figura 1: Videiras submetidas aos tratamentos com fosfito de potassio Phi B,
nas diferentes concentracdes de P,Os, comparadas aos tratamentos com
fertilizante foliar Fulland, fungicidas e testemunha, para controle do
mildio (P. viticola) em Caldas-MG, na safra de 2010/2011.



