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Resumo

O trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da quitosana no desenvolvimento in vitro de
plantulas de videira cv. Merlot e sua atividade antifungica sobre Elsinoe ampelina, agente causal
da antracnose da videira. No primeiro experimento, explantes da cv. Merlot foram transferidos
para meio de cultura DSD1 acrescido das doses 0; 25; 50,100; 150 e 200 mg L™ de quitosana.
Apds 90 dias de cultivo in vitro as plantulas foram avaliadas quanto ao nimero de raizes e de
folhas, porcentagem de enraizamento e brotacdo, comprimento de raizes e de parte aérea,
massa fresca da planta. No segundo experimento, incorporou-se as doses 0, 60, 120, 180, 240 e
300 mg L' de quitosana ao meio BDA, onde repicou-se o fungo. Posteriormente, avaliou-se o
crescimento micelial aos 6 e 9 dias de incubacado a 25°C no escuro. No primeiro experimento,
para as variaveis: comprimento médio da parte aérea, massa fresca da planta inteira,
porcentagem de enraizamento e porcentagem de estacas brotadas, houve efeito linear negativo
em fungdo das doses de quitosana. No segundo experimento a dose de 300mg L™ inibiu em
81,7% o crescimento micelial, demonstrando grande potencial do uso de quitosana no controle da
antracnose da videira.

Palavras-chave: Uva, Vitis vinifera, antracnose da videira, agroecologia, fitopatologia.

Abstract

This research aimed to evaluate the effects of the chitosan in the development in vitro plantlets of
grapevines cv. Merlot and its antifungal action on Elsinoé ampelina, causal agent of grapevine
anthracnose. In the first trial, explants of the grapevine cv. Merlot were transferred to growing
medium DSD1 plus doses of 0: 25; 50; 100; 150 e 200 mg L™ of the product. After 90 days of in
vitro cultivation the plantlets were evaluated for roots and leaves number, roots and shoots length
and fresh mass of roots and shoots. In the second experiment, doses of 0; 60; 120, 180; 240 e
300 mg L were incorporeted to the PDA 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 mean shoot length, fresh mass of plant, percentage of rooted cutting
there was negative linear effect in function as chitosan doses. In the second ftrial, in the dose of
300 mg L' the mycelial growth inhibition, was 81.7%, showing great potential of chitosan on the
control of anthracnose grapevine
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Introducgao

As cultivares de Vitis vinifera, Merlot, Cabernet Sauvignon e Cabernet Franc, constituem-se em
importantes produtoras de uvas viniferas para a elaboragdo dos melhores vinhos tintos finos do
Sul do Brasil. Sao consideradas uvas de alta qualidade, porém, em geral sdo bastante sensiveis
as doencas fungicas (CAMARGO, 2003).
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Muitos sado os fatores a serem manejados para se obter a maxima produtividade de um vinhedo.
Um deles é o controle de doencas fungicas, entre as quais se destaca a antracnose, causada por
Elsinoe ampelina, com sintomas observados tanto nas folhas, ramos e bagas (SONEGO et al.,
2005). Quando a severidade ¢ alta, o vigor da planta é afetado, comprometendo ndo apenas a
safra do ano como também as safras futuras (AMORIM e KUNIYUKI, 2005).

Como faz-se necessaria a busca de alternativas de controle de doencas, destaca-se a indugao de
resisténcia em plantas (BONALDO et al., 2005) e a utilizagdo de substancias naturais bioativas
com atividade antimicrobiana (CAMILI et al., 2007).

Dentre estas alternativas que vem sendo estudadas encontra-se a quitosana. Esta substancia é
um polimero policatiénico #—1,4 ligado a D-glucosamina definido como um diacetilato de quitina,
sendo um polissacarideo natural extraido da casca ou exoesqueleto de crustaceos como
camarao, caranguejo, lagosta e de plantas como as algas marinhas. Bautista-Barnos et al. (2003)
verificaram, em testes in vitro, efeito fungicida da quitosana a 2 e 3% sobre o fungo
Colletotrichum gloeosporioides, assim como o controle da antracnose em frutos de maméo
quando tratados com 1,5% de quitosana.

Poucas sao as pesquisas sobre o efeito da quitosana no desenvolvimento de plantas. No entanto,
Ait Barka et al. (2004), com o objetivo de avaliar o potencial da quitosana no desenvolvimento
vegetativo e in 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.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de concentracdes crescentes de
quitosana no desenvolvimento in vitro de plantulas de videira cv. Merlot e sua atividade antifungica
sobre Elsinoe ampelina, agente causal da antracnose da videira.

Metodologia
Como fonte de quitosana foi utilizada o produto comercial Fish Fértil Quitosana® (20g L' de
quitosana), Fish Industria e Comércio de Fertilizantes Ltda., Mogi-Mirim-SP.

Efeito da quitosana no desenvolvimento vegetativo de plantulas de videira cv. Merlot

Neste experimento foram utilizados explantes ja estabelecidos in vitro a partir de gemas apicais e
laterais da videira cv. Merlot, retiradas de matrizes de area experimental do Departamento de
Agronomia da UNICENTRO. Estes explantes consistiram de segmentos nodais com cerca de 1
cm de comprimento cada, possuindo uma gema axilar dormente e foram transferidos para meio
de cultura DSD1 (SILVA e DOAZAN, 1995) acrescidos das seguintes concentragdes de quitosana:
0; 25; 50,100; 150 e 200 mg L' A cultura foi mantida em cédmara de crescimento com
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 16 horas de luz proveniente de lampadas fluorescentes
com uma intensidade de 2500 lux.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com seis tratamentos, seis repeticbes
e a parcela experimental constituida por quatro explantes. Apés 90 dias de cultivo in vitro as
plantulas foram avaliadas quanto ao numero de raizes e de folhas, comprimento de raizes e de
parte aérea, massa fresca da planta inteira e porcentagem de enraizamento e brotagao.

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

Para este experimento foi realizado isolamento do patégeno a partir de bagas de uvas
provenientes da regido de Guarapuava-PR, o qual foi mantido em meio de cultura BDA (Batata-
dextrose-agar).
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Para realizagao do experimento in vitro adicionou-se ao meio BDA as doses de 60, 120, 180, 240
e 300 mg L™ de quitosana, além da testemunha sem adigdo do produto. Em seguida, os meios
foram autoclavados durante 20 minutos, a 120 °C e pressao de 1 atm, e vertidos em placas de
Petri de 70 mm de didmetro, onde inoculou-se o fungo a partir de discos de 8 mm de didmetro
colocados no centro da placa. Tais placas foram incubadas em cdmara de crescimento (BOD) a
25 + 1 °C, no escuro. Aos 6 e 9 dias apds incubagao, avaliou-se o crescimento micelial, através
da medida do didmetro (cm) da colénia, com auxilio de paquimetro. O delineamento experimental
adotado foi inteiramente casualizado, com seis tratamentos, quatro repeticbes e parcela
experimental constituida por uma placa de Petri.

Todos os resultados foram submetidos a analise de varidncia (Anava, onde y;=m+ti+e;, em que:
y= crescimento micelial ou desenvolvimento da plantula; m=media geral; t=doses de quitosana
(=1 a 6) e ej=erro experimental) e regressao polinomial ao nivel de 1 % probabilidade (Tabela 1),
através do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).

Resultados e discussoes

Efeito da quitosana no desenvolvimento in vitro de plantulas de videira cv. Merlot

Para as variaveis, comprimento médio da parte aérea, massa fresca da planta inteira,
porcentagem de estacas enraizadas e porcentagem de estacas brotadas houve efeito linear
negativo em fungdo das doses de quitosana, no entanto, na menor dose de 25 mg L™ os valores
absolutos para estas variaveis foram, respectivamente, 15,2; 54,0; 29,4 e 33,3 % superiores aos
da testemunha (dados nado apresentados). Em relagdo as variaveis, nimero de raizes,
comprimento médio de raizes e numero de folhas ndo houve diferengas significativas entre os
tratamentos. Entretanto, os segmentos nodais mantidos em meio de cultura DSD1 acrescidos de
25 mg L apresentaram os maiores valores absolutos de comprimento médio de raizes (2,87 cm)
e numero de folhas (7,8) (dados nao apresentados). Resultados similares foram obtidos por Ait
Barka et al., (2004) que, avaliando o potencial da quitosana no desenvolvimento vegetativo de
plantulas de cv. Chardonnay (Vitis vinifera L) verificaram que a adi¢do 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 concentragcao de 2% de chitogel, teve um efeito
negativo no crescimento das plantulas e concentra¢gdes maiores promoveram morte das mesmas.

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

Neste experimento, verificou-se redugédo do didmetro da colénia do fungo Elsinoe ampelina com o
aumento das concentragdes de quitosana, com significAncia para regressao quadratica nos dois
periodos de avaliagéo, aos 6 e 9 dias apods incubagao (Figura 1). Nota-se que na concentragao de
300 mg L' houve o maximo efeito fungistatico, ou seja, redugdo de 81,7% sobre o
desenvolvimento de Elsinoe ampelina. De forma semelhante AIT BARKA et al. (2004), obtiveram a
maxima inibi¢do (64%) com a dose de 5% (v/v) de chitogel sobre o desenvolvimento in vitro de
Botrytis cinerea.

Rev. Bras. De Agroecologia/nov. 2009 Vol. 4 No. 2 1532



Resumos do VI CBA e Il CLAA

¥ =6,9205 + 0,0066x— 0,0333%
R =0.999*

® 6 dias
y =6,8737 +0,0008x - 0,0263)(2 m 9 dias

R’ = 0.994*

Crescimento micelial (cm)
~

0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Quitosana (mg L'I)

FIGURA 1. Crescimento micelial (cm) de Elsinoe ampelina em fungdo de concentracdes
crescentes de quitosana, aos 6 e 9 dias apds incubagdo em camara de crescimento
(Guarapuava-PR, 2008).

TABELA 1. Andlise de Variancia para os dados do crescimento micelial (cm) de Elsinoe ampelina,
submetidos as diferentes concentragcdes de quitosana apds seis e nove dias de incubagao
(Guarapuava-PR, 2008).

Causa de Variagao GL SQ QM F

6 9 6 9 6 9
Tratamento 5 99,30 98,1 19,86 19,61 38,003** 36,015**
Residuo 18 9,41 9,8 0,523 0,544
Total 23
CV%14,99 aos 6 dias CV%14, 24 aos 9 dias

** Significativo a 1% de probabilidade.

Conclusodes

1) A quitosana apresentou efeito fitotoxico em plantulas de videira cv. Merlot, reduzindo a
porcentagem de brotag&o e enraizamento, o comprimento médio da parte aérea e a massa fresca
da planta toda.

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