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EFEITOS DA QUITOSANA NO DESENVOLVIMENTO in vitro DE VIDEIRAS
cv. MERLOT E NO CRESCIMENTO MICELIAL DO FUNGO Elsinoe ampelina

Effects of the chitosan on the development of grapevines cv. Merlot and on the
mycelial growth of the fungus Elsinoe ampelina

Aline José Maia!, Carla Daiane L eite?, Renato Vasconcelos Botelho?,
Cacilda MérciaDuarte Rios Faria?, Suelen Cristina Uber?

RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, avaiar o efeito da quitosana no desenvolvimento in vitro de pléantulas de videira cv. Merlot e sua
atividade antifiingica sobre Elsinoe ampelina. No primeiro experimento, explantes da cultivar Merlot foram transferidos parameio de
cultura DSD1, acrescido das concentragdes 0; 25; 50,100; 150 e 200 mg L de quitosana. Apés 90 dias de cultivoin vitro, as plantulas
foram avaliadas quanto ao nimero de raizes e de folhas, porcentagem de enraizamento e brotagdo, comprimento de raizes e de parte
aérea, massa fresca da planta. No segundo experimento, incorporou-se as concentragdes 0, 60, 120, 180, 240 e 300 mg L™ de quitosana
ao meio BDA, onde inoculou-se o fungo. Posteriormente, avaliou-se o crescimento micelial aos 6 e 9 dias de incubacéo a 25° C no
escuro. No primeiro experimento para as varidveis comprimento médio da parte aérea, massa fresca da plantainteira, porcentagem de
enraizamento e porcentagem de estacas brotadas houve decréscimo linear em fungdo das concentragdes de quitosana. No segundo
experimento, houve efeito linear negativo em fungdo das concentracdes crescentes de quitosana, sendo que ainibi¢éo do crescimento
micelia foi de 81,7%, demonstrando o grande potencial do uso de quitosana no controle da antracnose da videira.

Termos paraindexacdo: Uva, VitisviniferaL., antracnose da videira, agroecologia, fitopatologia.

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effects of the chitosan on the development in vitro plantlets of grapevines
cv. Merlot and its antifungal action on Elsinoe ampelina. In thefirst trial, explants of the grapevine cv. Merlot were transferred to
growing medium DSD1 plus concentrations of 0; 25; 50; 100; 150 and 200 mg L of the product. After 90 days of in vitro cultivation
the plantlets were evaluated for root and leaf number, root and shoot length and fresh mass of roots and shoots. In the second
experiment, doses of 0; 60; 120; 180; 240 and 300 mg L* were incorporated to the BDA media, where the fungus was inoculated. The
mycelial diameter was evaluated at 6 and 9 days after incubation at 25° C in the dark. In the first experiment, for the variables shoot
length average, plant fresh mass, rooting percentage and sprouted cuttings there was a linear reduction in function of chitosan doses.
In the second trial, there was a negative linear effect with mycelial growth inhibition, of 81.7%, showing great the potential of chitosan
in the control of grapevine anthracnose.

Index terms: Grape, Vitisvinifera L., grapevine anthracnose, agroecology, phytopathology.

(Recebido em 17 dejunho de 2009 e apr ovado em 4 de dezembr o de 2009)

INTRODUCAO

A uva é uma das frutas mais consumidas no mundo,
tanto naformain natura, quanto naforma de vinhos e sucos.
No Brasil, aviticultura ocupa uma &rea de aproximadamente
de 73.917 ha, com uma producéo anual de 1.189.964 tonel adas.
Destacam-se com o principais estados produtores
Pernambuco, Bahia, S8o Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do
Sul, Parané e Santa Catarina, sendo que o0 maior volume de
producéo esta concentrado no Rio Grande do Sul,
representando 58,8% da produgao nacional (Agrianual, 2007).

As cultivares de \itis vinifera, Merlot, Cabernet
Sauvignon e Cabernet Franc, constituem-se em importantes

uvas viniferas para a elaboragdo de vinhos tintos finos do
Sul do Brasil. Sdo consideradas uvas de alta qualidade,
porém, em geral sdo bastante sensiveis as doencas
fungicas (Camargo et al., 2003).

Muitos sdo os fatores a serem manejados para se
obter amaxima produtividade de um vinhedo. Um deles é o
controle de doencas fungicas, entre as quais se destaca a
antracnose da videira, também denominada de variola, olho-
de-passarinho ou negréo, causada por Elsinoe ampeling,
com sintomas observados nas folhas, ramos e bagas (Sénego
et a., 2005). Quando a severidade € alta, o vigor daplantaé
afetado, comprometendo ndo apenas a safra do ano como
também as safras futuras (Amorim & Kuniyuki, 2005).
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Para a erradicacdo desse patdgeno adotam-se
medidas de controle, destacando-se 0 uso de agrotoxicos,
0 qual pode ocasionar a selecdo de ragas patogénicas,
contaminagdo do meio ambiente, intoxicactes e aumento
do custo de producéo (Alves Sobrinho et a, 2005). Dessa
forma, é necessario buscar estratégias alternativas de
controle de doencas, destacando-se a inducdo de
resisténcia em plantas (Bonaldo et a., 2005) e a utilizacgo
de substéncias naturais bioativas com atividade
antimicrobiana (Camili et al., 2007).

Dentre essas alternativas, a quitosana apresenta
grande potencial. Essa substancia € um polimero
policatidnico 3-1,4 ligado & D-glucosamina definido
como um diacetilato de quitina, sendo um polissacarideo
natural extraido da casca ou exoesgueleto de crustéceos
como camardo, caranguejo, lagosta e de plantas como
as algas marinhas e da parede celular de alguns fungos
(Khor, 2001). Oh et a. (1998) sugeriram que a quitosana
tem um duplo efeito nainteracdo patdgeno-hospedeiro,
ou seja, apresenta atividade antifangica e pode induzir
a ativacdo de defesa da planta, com a producdo de
enzimas. Bautista-Bafios et al. (2003) verificaram, em
testes in vitro, efeito fungicida da quitosanaa 2 e 3%
sobre o fungo Colletotrichum gloeosporioides, assim
como o controle da antracnose em frutos de mamé&o,
gquando tratados com 1,5% de quitosana. Resultados
positivos com o uso de quitosana também foram
reportados para o controle de Botyitis cinerea em uvas
(Ait Barkaet d., 2004) e morangos (Bhaskara Reddy, 2000)
e Puccinia arachidis em amendoim (Sathiyabama &
Balasubramanian, 1998).

Poucas séo as pesquisas sobre o efeito da
guitosana no desenvolvimento de plantas. No entanto,
Ait Barkaet al. (2004), com o objetivo de avaliar o potencial
da quitosana no desenvolvimento vegetativo ein vitro de
plantulas de videira, verificaram aumento no comprimento
dos brotos e peso seco de raizes e brotos quando
adicionaram 1,75% (v/v) de chitogel, produto a base de
quitosana, em meio de cultura.

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar os efeitos da
quitosana no desenvolvimento de plantulas cultivadas in
vitro de videira (Vitis vinifera L. cv. Merlot) e no
crescimento micelia in vitro, do fungo Elsinoe ampelina.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se, este trabalho, no Laboratério de Cultura
de Tecido e de Fitopatologia, do Departamento de Agronomia
da Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO),
em Guarapuava-PR. Como fonte de quitosanafoi utilizado o
produto comercia Fish Fértil Indure® (20 g L de quitosana),

Fish IndUstria e Comércio de Fertilizantes Ltda. (AgroBac —
Bio TecnologySolution), Mogi-Mirim-SP.

Efeito da quitosana no desenvolvimento vegetativo de
plantulasdevideiracv. Merlot

Neste experimento foram utilizados explantes ja
estabelecidosin vitro a partir de gemas apicais e laterais da
videiracv. Merlot, retiradas de matrizes de érea experimental
do Departamento de Agronomia da UNICENTRO. Esses
explantes consistiram de segmentos nodais com cercade 1
cm de comprimento cada, possuindo uma gema axilar
dormente, transferidos parameio de culturaDSD1 (Silva &
Doazan, 1995), acrescido das seguintes concentragdes de
quitosana: 0; 25; 50,100; 150 e 200 mg L. A culturafoi mantida
em ¢ dmara de crescimento com temperatura de 25° C e
fotoperiodo de 16 horas de luz proveniente de lampadas
fluorescentes, com uma intensidade de 2500 |ux.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com seis tratamentos, seis repeticdes e a
parcela experimental constituida por quatro explantes.
Apbs 90 dias de cultivo in vitro, as plantulas foram
avaliadas quanto ao nimero de raizes e de folhas,
comprimento de raizes e de parte aérea, massa fresca da
plantainteira e porcentagem de enraizamento e brotac&o.

Efeito da quitosana sobre crescimento micelial in vitrodo
fungo Elsinoe ampelina

Para este experimento foi realizado isolamento do
patdgeno a partir de bagas de uvas provenientes daregido
de Guarapuava-PR, o qual foi mantido como cultura pura
de cultura BDA (Batata-dextrose-agar), durante oito dias
de incubacao.

Pararealizac8o do experimentoin vitro adicionou-
se ao meio BDA as concentracdo de 0, 60, 120, 180, 240
e 300 mg L de quitosana. Em seguida, os meios foram
autoclavados durante 20 minutos, a 120° C e pressdo de 1
atm, e vertidos em placas de Petri de 70 mm de diametro,
onde inoculou-se o fungo a partir de discos de 8 mm de
diémetro colocados no centro da placa. Tais placas foram
incubadas em camara de crescimento (B.O.D.) a25+ 1° C,
no escuro. Aos 6 e 9 dias ap6s incubacdo, avaliou-se 0
crescimento micelial, através da medida do diémetro (cm)
da colbnia, com auxilio de paquimetro digital. O
delineamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado, com seis tratamentos, quatro repeticdes e
parcela experimental constituida por uma placa de Petri.

Todos os resultados foram submetidos a andlise
de variancia e de regressdo polinomial, ao nivel de 5%
probabilidade, utilizando-se o programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2008).
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RESULTADOSE DISCUSSAO

Efeito da quitosana no desenvolvimento in vitro de
plantulasdevideiracv. Merlot

Para as variaveis, comprimento médio da parte aérea,
massa fresca da planta inteira, porcentagem de estacas
enraizadas e porcentagem de estacas brotadas houve
decréscimo linear em fungdo das doses de quitosana
(Figuras1, 2, 3e4).

Em relagdo as variaveis, nimero de raizes,
comprimento médio de raizes e nimero de folhas ndo
houve diferencas significativas entre os tratamentos
(Tabelal). Ait Barkaet a. (2004), avaliando o potencial
da quitosana no desenvolvimento vegetativo de plantulas

10

Comprimento médio parte aérea
(cm)

de videira cv. Chardonnay, verificaram que a adicdo
de 1,75% (v/v) de chitogel, produto a base de quitosana,
em meio de cultura promoveu aumento no comprimento
dos brotos e peso seco de raizes e brotos. No entanto, a
concentracéo de 2% de chitogel, teve um efeito negativo
no crescimento das plantulas e concentragdes maiores
promoveram morte das mesmas.

Efeito da quitosana sobre o crescimento micelial in vitro
do fungo Elsinoe ampelina

Neste experimento, verificou-se redugdo do
didmetro da col6nia do fungo Elsinoe ampelina com o
aumento das concentracdes de quitosana, com
significancia para regressao quadrética nos dois periodos

y = 7.116 - 0.0162x
R’ = 0.7213*

100 150 200

Quitosana (mg L'l)

Figura 1 — Comprimento médio da parte aérea de plantulas de videira cv. Merlot, mantidas em meio de cultivo DSD1,
acrescido com diferentes concentractes de quitosana (Guarapuava-PR, 2008).
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Figura 2 — Massa fresca de plantulas de videira cv. Merlot, mantidas em meio de cultivo DSD1, acrescido com diferentes

concentracBes de quitosana (Guarapuava PR, 2008).
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de avdiagdo, aos 6 e 9 dias ap0s incubacdo (Figura5).  por El Ghaouth et al. (1992), quando pulverizaram morangos
Nota-se que, na concentracdo de 300 mg L-*houve o maximo  com quitosana, verificaram reducéo dainfeccéo causada
efeito fungistético, ou sgja, reducdo de 81,7% sobre o por Botrytis cinerea devido a indugdo da atividade da
desenvolvimento de E. ampelina. Tal efeito foi observado  glucanohydrolase, melhorando a qualidade dos frutos.

y = 80.364 - 0.2439x
R2 =0.7324*

% enrai zamento

O T T T 1
0 50 100 150 200
Quitosana (mg L-1)
Figura 3 — Porcentagem de enraizamento de pléntulas de videira cv. Merlot, mantidas em meio de cultivo DSD1,
acrescido com diferentes concentractes de quitosana (Guarapuava-PR, 2008).
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Figura 4 — Porcentagem de brotacdo de plantulas de videira cv. Merlot, mantidas em meio de cultivo DSD1, acrescido
com diferentes concentrages de quitosana (Guarapuava-PR, 2008).

Tabela 1 — Numero e comprimento médio de raizes e nimero de folhas de plantulas de videira cv. Merlot, mantidas em
meio de cultivo DSD1, acrescido das diferentes concentragdes de quitosana (Guarapuava-PR, 2008).

Tratamentos (mg L™) NUmero de raizes Comprimento médio de raizes (cm) Numero de folhas
0 1,98 2,48 7.8
25 2,49 2,87 8,11
50 2,16 1,89 6,94
100 2,56 1,55 7,43
150 3,29 1,99 7,62
200 2,14 1,71 6,66
CV % 45,6 48,96 22,63
Pr>Fc 0,388™ 0,2433™ 0,665™

"s = ndo significativo.
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Figura 5 — Crescimento micelial (cm) de Elsinoe ampelina em fungdo de concentragdes crescentes de quitosana, aos
6 e 9 dias apds incubacdo em camara de crescimento (Guarapuava-PR, 2008).

De acordo com Liu et al. (2007), a quitosana
apresentou efeitos fungistatico sobre o desenvolvimento
de B. cinerea e Penicillium expansum, inibindo o
crescimento micelial do primeiro fungo a partir da
concentracdo de 0,5% do polissacarideo e redugdo
inversamente proporcional ao aumento da concentragdo
para o segundo patégeno. Di Piero & Garda (2008)
verificaram que, além dainibic&o do crescimento micelial
nas concentragdes de 1 a5 mg mL, a quitosana suprimiu
a germinacdo de conidios de Colletotrichum
lindemuthianum, agente causal da antracnose feij&o.

Bhaskara Reddy et al. (1999) constataram que a
quitosana protegeu tomate, pepino, ervilha, mel&o, morango
e aface contra mofos pulverulentos e outras doencgas. De
forma semelhante, Ben-Shalom et al. (2003) verificaram que
aquitosana tem o potencia de controlar o mofo cinzento,
causado por B. cinerea em plantas de pepino.

De acordo com os resultados deste trabalho, a
quitosana possui efeito fungistatico sobre o fungo E.
ampelina, demonstrando potencial de utilizacdo no controle
da antracnose da videira em sistema de produco organica
de uvas. A quitosana apresentou efeito fitotdxico em
plantulas de videira cv. Merlot, no entanto, material
desenvolvido in vitro normalmente € muito mais sensivel
do que plantas de videiras em situagdo de campo. Com isso,
faz-se necessaria a realizacdo de pesquisa em condi¢des de
cultivo, para, futuramente, determinar recomendactes
adequadas e seguras a0 meio ambiente paraa aplicagdo em
vinhedos, sem causar fitotoxidez ou até mesmo funcionando
€Omo um promotor de crescimento.

CONCLUSOES

A quitosana apresentou efeito fitotdxico em
plantulas de videira cv. Merlot, reduzindo a porcentagem

de brotag&o e enraizamento, o comprimento médio da parte
afrea e amassa fresca da planta toda.

A quitosana apresentou efeito fungistético sobre
o fungo Elsinoe ampelina, reduzindo o didmetro micelial
em 81,7% na concentragdo de 300 mg L.
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