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RESUMO

A quitosana tem demonstrado potencial antiftingico e de protecdo das plantas contra fitopato-
genos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antiftngico de quitosanas sobre Alternaria
solani, agente causal da pinta preta em tomateiros. Foram utilizadas trés quitosanas: uma comercial
(Qcom), encontrada em lojas de suplementos alimentares; uma de baixo peso molecular (Qbpm; 50-
190 KDa) e outra de médio peso molecular (Qmpm; 190-310 KDa), ambas obtidas da Sigma Aldrich.
As quitosanas foram depositadas sobre laminas escavadas, para avaliar a germinacao de conidios e
alongamento do tubo germinativo, ouincorporadasaomeio BDA, paraavaliar o crescimento micelial
de A. solani. Evidenciou-se atividade antifingica desses polissacarideos sobre A. solani, com inibi¢do
da germinacdo de conidios e do crescimento micelial de 85% e 50%, respectivamente, quando
utilizados em concentracées de 0,125 mg/mL e 0,5 mg/mL. O peso molecular da quitosana nao
influenciou a atividade antibidtica in vitro.

PALAVRAS-CHAVE: Germinacao de conidios, crescimento micelial, Lycopersicon esculentum.

ABSTRACT

ACTIVITY OF CHITOSAN WITH DIFFERENT MOLECULAR WEIGHTS ON ALTERNARIA
SOLANI. Chitosan has shown significant antifungal activity against several plant pathogens. The
aim of this study was to evaluate the antifungal effect of chitosans on Alternaria solani, the causal
agent of early blight in tomato. Three chitosans were used: a commercial one (Qcom), found in
food supplement stores; one of low molecular weight (Qbpm; 50 - 190 KDa) and one of medium
molecular weight (Qmpm; 190 - 310 KDa), the latter two obtained from Sigma Aldrich. The chitosan
were deposited on slides, to assess the conidial germination and germ tube elongation, or incorpo-
rated into the BDA medium, to evaluate the mycelial growth of A. solani. The results showed an
antifungal activity of these polysaccharides on A. solani, with inhibition of spore germination and
mycelial growth of 85% and 50%, respectively, when used at concentrations of 0.125 mg/mL and
0.5 mg/mL. The molecular weight has not influenced the in vitro activity of chitosan.

KEY WORDS: Conidial germination, mycelial growth, Lycopersicon esculentum.

O interesse na busca por substancias bioativas
para o controle de doencas em plantas aumentou
consideravelmente (AraUjo; MENEzES, 2009; Luo et
al., 2010; Marcucct et al., 2010; Losato et al., 2011).
Dentre os compostos pesquisados nessa perspectiva
encontra-seaquitosana, polissacarideo que pode ser
extraido do exoesqueleto de crusticeos pela desace-
tilacao alcalina da quitina ou da parede celular de
algunsfungos. A quitosana é umaalternativa promis-
sora por possuir atividade antimicrobiana e atuarna
inducdo de mecanismos de defesa nos tecidos das
plantas (ELGHAoUTHet al., 1992; HERNANDEZ-LAUZARDO
et al., 2008; Irit; FAORO, 2009; REGLINSKI et al., 2010).

O efeito antifingico da quitosana sobre Botrytis
cinerea, Rhizopus stolonifer, Fusarium spp., afetando
o crescimento micelial, germinacdo de conidios,

além de causar alteragdes morfologicas nas hifas,
foi relatado por HADWIGER; BEckmMAN (1980), EL GHA-
OUTH et al. (1992), BEN-SHALOM et al. (2003), Liu ef al.
(2007) e AL-HETAR et al. (2011). Diferentes caracte-
risticas podem interferir na atividade biolégica da
quitosana, dentre elas o peso molecular. BADAwy;
RaBea (2008) observaram que quanto menor o seu
peso molecular, maior a atividade antiftiingica sobre
B. cinerea. De forma similar, HERNANDEZ-LAUZARDO et
al. (2008) verificaram que a de baixo peso molecular
foi mais eficiente na inibicao do crescimento micelial
de R. stolonifer. Entretanto, sdo poucos os relatos
mostrando o efeito inibitério da quitosana contra
patdégenos flingicos do tomateiro ou na protegao de
plantas (Aming, 2009; BApawy; RaBga, 2008; Liu et al.,
2007; BENHAMOU et al., 1998). Esse trabalho teve como
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objetivoavaliar o efeito de quitosanas com diferentes
pesos moleculares quanto a atividade antifangica
sobre A. solani do tomateiro.

Os experimentos foram conduzidos no Labo-
ratério de Fitopatologia da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC), Floriandépolis, SC. Um
isolado de A. solani, obtido de folhas sintomaéticas
detomateiro, foi cultivado em meio batata-dextrose-
-agar (BDA) e incubado em cédmara tipo BOD a
25° C sob fotoperiodo de 12h. Apés cinco dias de
cultivo, uma suspensdo concentrada de esporos foi
obtida em 10 mL de dgua destilada e ajustada para
as concentragdes desejadas com auxilio de caAmara
de Neubauer e microscépio éptico. Foram utiliza-
dos trés tipos de quitosana em pé: quitosana de
baixo (Qbpm; 50-190 KDa) e médio peso molecular
(Qmpm; 190-310 KDa), ambas adquiridas a partir
daSigma Aldrich Chemicals, SP, Brasil, com 75-85%
de desacetilagdo; e uma quitosana comercializada
(Qcom) pela empresa de suplementos alimentares
Phytomare, SC, Brasil, com 85% de desacetilagao.
As suspensdes de quitosana foram preparadas
conforme BENHAMOU et al. (1998), utilizando-se HCl
0,05 N como solvente e ajustando-se o pH final de
cada solugdo para 5,6.

O efeito das quitosanas sobre a germinagdo de
conidios foiavaliado pela deposigdo dealiquotas de
30 uL das suspensdes de Qcom, Qbpm ou Qmpm,
nas concentracdes de 0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 mg/mL,
sobre 30 uL da suspensao de conidios de A. solani
(10° conidios/mL) previamente depositados nas
cavidades de laminas escavadas. Na testemunha,

utilizaram-se 30 pL de HC1 0,05 N (pH 5,6) sobre 30
uL de conidios. Apés 24h de incubagdo a 25° C, sob
fotoperiodo de 12h, foi avaliada a porcentagem de
germinagao de conidios. O conidio foi considerado
germinado quando o comprimento de seu tubo
germinativo foi maior ou igual ao menor didme-
tro do conidio. Foram contados 400 conidios por
tratamento e o comprimento do tubo germinativo
foi mensurado em 120 esporos por tratamento com
auxilio de uma ocular micrométrica e microscépio
optico.

Para verificar o efeito das quitosanas Qbpm,
Qmpm e Qcom sobre o crescimento micelial, os
polissacarideos foram incorporados ao meio BDA
de tal forma que as concentragdes no meio fos-
sem de 0,125; 0,25 e 0,5 mg/mL. Na testemunha,
incorporou-se HC1 0,05 N (pH 5,6) em meio BDA.
Ap6s a solidificagdo do meio, um disco de micélio
de7mm de didmetro do A. solani foi repicado para
o centro de cada placa de Petri as quais foram ve-
dadas com filme pléstico e incubadas a 25° C, com
12 horas didrias de luz. O crescimento micelial foi
verificado diariamente por medi¢des do didmetro
das colonias em dois eixos perpendiculares. A
avaliacdo foi feita até que o micélio de um dos
tratamentos atingisse a borda da placa. Poste-
riormente, foi calculado o indice de velocidade
do crescimento micelial (IVCM) (OLivEIRA, 1991):
IVCM = 5(D-Da)/N, em que: IVCM = indice de
velocidade de crescimento micelial, D = diAmetro
médio atual, Da = diAmetro médio anterior e N =
numero de dias ap6s a repicagem.
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Fig. 1 - Efeito de concentracdes das quitosanas comercial (Qcom), de baixo (Qbpm; 50-190 KDa) e médio peso molecu-
lar (Qmpm; 190-310 KDa) sobre o crescimento micelial de Alternaria solani. Linhas verticais no grafico representam o
desvio-padrao. Houve efeito de concentracao das quitosanas sobre o crescimento micelial do fungo pelo teste F a 5%.
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Tabela 1 - Efeito in vitro das quitosanas comercial (Qcom), de baixo (Qbpm; 50-190 KDa) e de médio peso molecular
(Qmpm; 190-310 KDa) sobre a germinagao de conidios e o comprimento do tubo germinativo de Alternaria solani.

Tratamento Germinagdo de conidios (%) Comprimento do tubo (pm)
HC10,05 N 93,8 +£3,3 alll 145 £38,5 a
Qcom (mg/mL)

0,125 145+4,6Db 419+81b
0,25 11,3+£0,7b 428+4,6Db
0,50 13,0+£3,6 b 476+9,8b
1,00 11,5+21b 41,3+78Db
Qbpm (mg/mL)

0,125 13,8+2,7b 405+74Db
0,25 14,5+58b 432+440b
0,50 145+81b 386+56Db
1,00 11,046 b 385+6,7b
Qmpm (mg/mL)

0,125 105+1,6 b 43,7+135b
0,25 140+1,7b 46,8+6,2b
0,50 100+£24Db 475+£93Db
1,00 14,5+58b 433+81b

2Resultados representam a média + intervalo de confianca. Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo

diferem entre si pelo teste DMS a 5% de significancia.

Para todos os ensaios foi adotado o delineamen-
to inteiramente casualizado em esquema fatorial,
com os tipos de quitosana e as sua concentracdes
representando os fatores analisados. Realizaram-
-se quatro repeticdes por tratamento, com uma
repeticdo representada por uma placa oulamina. A
analise de variancia (ANOVA one way ou fatorial)
e o teste de DMS (comparacdes mdltiplas) foram
realizados para verificar a diferenca entre as mé-
dias das variaveis analisadas nos experimentos. As
andlises foram conduzidas utilizando o software
estatistico Statistica 8.0 (Statsort, 2008). Os expe-
rimentos foram realizados em duplicata e, como os
resultados obtidos foram semelhantes, apenas um
deles est4 apresentado.

As quitosanas Qcom, Qbpm e Qmpm mostraram
efeito antiftingico similar. A concentracgao de 0,125
mg/mL propiciou umareducao de 85% sobre a ger-
minacao de conidios e de 70% sobre o comprimento
do tubo germinativo de A. solani, comparadas ao
controle HC10,05 N (Tabela 1). Concentragdes maio-
res das quitosanas ndo resultaram em aumento da
atividade antifdngica. Quanto ao crescimento mice-
lial, a ANOVA fatorial mostrou que ndo houve uma
diferenca significativa entre as quitosanas, mas sim
entre as concentracdes. A incorporagdo dos polissa-
carideos ao meio BDA reduziu significativamente o
IVCM de A. solani de forma linear, pois quanto maior
a concentragdo, menor foi o crescimento micelial.
Houve uma inibicao maxima de aproximadamente
50% do crescimento micelial quando as quitosanas

foram utilizadas a 0,5 mg/mL, sendo que todas
apresentaram efeitos similares, independente do
peso molecular (Fig. 1).

Pelos estudos in vitro, observou-se que as qui-
tosanas inibiram significativamente a germinagdo
de conidios e o crescimento micelial de A. solani.
Entretanto, ndo foi observada umainibicao completa
do desenvolvimento do fungo, indicando um efeito
fungistatico ao invés de fungicida. Esses resulta-
dos estdo em consonancia com os relatados por EL
GHAOUTH et al. (1992) e BEN-SHALOM et al. (2003), que
também nado observaram inibi¢des completas no
desenvolvimento de R. stolonifer e B. cinerea quando
aquitosana foi utilizada numa concentracdo méxima
de6mg/mLe0,1mg/mL, respectivamente. A ativi-
dade antimicrobiana da quitosana e seus derivados
ja havia sido relatada sobre A. solani, e também so-
bre F. oxysporum f. sp. vasinfectum e Valsa mali (Guo
et al., 2006). Entretanto, os autores avaliaram uma
quitosanaapresentando maior grau de desacetilacao
(97%) em relacdo as avaliadas no presente estudo.

A Qcom, mais acessivel no mercado e de menor
preco, exibiu atividade antifingica similar as outras
duas obtidas a partir da Sigma Aldrich. Ndo houve
efeito do peso molecular da quitosana sobre a ger-
minac¢do de conidios e o crescimento micelial de A.
solani, ja que ndo foram observadas diferencas entre
as quitosanas utilizadas. Entretanto, estudos tém
demonstrado que esta é uma caracteristica que pode
interferirnaatividade do polissacarideo. HERNANDEZ-
Lauzarpo et al. (2008) observaram que houve um
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efeito inibitério sobre o crescimento micelial de
R. stolonifer utilizando-se uma quitosana de baixo
peso molecular (Qbpm) a qual também provocou
alteragdes na morfologia dos esporos. De manei-
ra similiar, Liu et al. (2007) verificaram marcante
efeito de uma Qbpm sobre o crescimento micelial
de B. cinerea e Penicillium expansum. Embora estes
trabalhos tenham demonstrado o efeito do peso
molecular na atividade polissacaridica, o exato
mecanismo de atuacdo sobre o patégeno ainda nao
estd totalmente esclarecido.

Acredita-se queanaturezacatidnica colabore para
a atuagdo da quitosana, uma vez que suas cargas
positivas podem interagir com os residuos carrega-
dosnegativamente das macromoléculas expostas na
superficie dacélula de patégenos, causandoalteragdao
na permeabilidade da membrana celular (BeEnHAMOU,
1996). As quitosanas utilizadas nesse estudo foram
similares entre si quanto ao grau de desacetilacdo
da molécula, o que pode ter contribuido para uma
resposta similar sobre o fitopatégeno.

Portanto, as quitosanas com diferentes pesos
moleculares apresentaram um efeito antiftingico
similar sobre A. solani.
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