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Silva Janior, Sebastido da. Dr. Universidade Federal Rural de Pernambuco. Julho de
2012. Resumo Geral. Bioprotetor com bactéria diazotréfica e quitosana fungica em
comparacao com fertilizante mineral solavel na uva Isabel. Orientador: Prof. Dr.
Newton Pereira Stamford. Conselheiros: Prof2. Dr2. Carolina Etienne de Rosalia e
Silva Santos e Prof2. Dra. Luciana de Oliveira Franco.

RESUMO GERAL

A uva Vitis labrusca contribui ativamente para o desenvolvimento sdcioeconomico do
Pais, em particular da regido semiarido do médio Sao Francisco. Para incremento da
produtividade da uva é necessario a aplicacdo de fertilizantes. E reconhecido,
atualmente, que a quitosana possui propriedades especificas que mostram grande
potencial para inimeras aplicacbes em varios produtos comerciais, especialmente
devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e reatividade do grupo aminico.
A quitosana possa ser aplicada na agricultura com acdo de protecdo de planta
contra agentes fitopatogénico. Ensaios in vitro foram realizados com o objetivo de
caracterizar e avaliar os efeitos de quitosana de camardo com diferentes pesos
moleculares (baixo, médio e alto) contra o fungo patogénico Botrytis cinerea
causador da “podridao cinzenta” em frutos de uva. Paralelamente foi produzido o
bioprotetor (P) a partir de biofertilizante de rochas em mistura com mais matéria
organica inoculada com bactéria diazotrofica de vida livre e com Cunninghamella
elegans que possui quitosana, biopolimero que atua fornecendo nutrientes e protege
a planta contra fitopatégenos, podendo ser uma alternativa para substituicdo aos
insumos convencionais. Em experimento de campo realizado na Vinicola Botticelli,
procurou-se avaliar o efeito do bioprotetor (P) em atributos quimicos do solo e na
produtividade da uva, visando comparar o efeito de bioprotetor (P) e fertilizante
mineral soltvel (F). Também foi avaliada a nutricdo da videira que constitui um fator
dos mais importantes para o desempenho produtivo, especialmente considerando os
macronutrientes. De uma maneira geral, os resultados mostraram que o bioprodutor
pode ser alternativo em substituicdo a fertilizantes convencionais sollveis, tendo em
vista que mostrou maior liberacdo de nutrientes para o solo e para a planta, e
também apresenta potencial para uso antimicrobiano, especialmente contra o fungo
Botrytis cinerea causador da podriddo cinzenta nos frutos da uva.

Palavras chave: Cunninghamella elegans; Vitis labrusca; Biofertilizante de rochas;

fertilizacdo do solo; Nutricdo mineral; Produtividade da uva.
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JUNIOR, SEBASTIAO DA SILVA. Dsc.at Universidade Federal Rural de
Pernambuco. August 2012. Charpter 1. Bioprotector with diazotrophic bacteria and
fungal chitosan compared to mineral fertilizer soluble grape Isabel. Adviser: Prof. Dr.
Newton Pereira Stamford. Co-Advisers: Profd. Dr2. Carolina Etienne de Rosdlia e
Silva Santos e Prof2. Dr2. Luciana de Oliveira Franco.
GENERAL ABSTRACT

The grapes Vitis labrusca contributes activily for the Brazilian development social and
economic, particularly in reference to the semiarid region of the médium San
Francisco Irrigated area. To the improvement of the grape productivity is necessary
the fertilizers application. Actually is recognized that the chitosan biopolymer has
specific properties that display great potential for application to obtain various
commercial products, especially due to its biocompatibility, biodegradability and
reativity inerent to the aminic group. The chitosan may be applied in agriculture for
plant protection against phytophatogenic agents. Assays “in vitro” were carried out
with the aim to characterize and evaluate the effects of shrimp chitosan produced
with different molecular weight (low, medium and high) against the pathogenic fungus
Botrytis cinerea that promote the “Gray mold disease” on grape fruits. At the same
time it was produced the bioprotector (P) from P and K rock biofertilizers mixed with
organic matter inoculated with free living diazotrophic bacteria and with the fungi
Cunninghamella elegans that produce the biopolymer chitosan that act increasing
nutrient content and protect the plants against phitopatogens, and may be alternative
furnishing nutrients and substitute the conventional fertilizers. In field experiments
conductes at the Fine wine viniculture (Bottiecelli Company), were evaluated the
effects of the bioprotector (P) in chemical soil attributes and in the grape yield,
comparing the bioprotector effect (P) with the mineral soluble fertilizer (F). It was also
evaluated the grape nutrition that constitute one of the most important factor that
have influence on the yield parameter, especially for macronutrients. In a general
way, the results showed that the bioprotector (P) may be alternative in substitution for
conventional soluble fertilizers, because displayed great liberation of nutrients to the
soil system and for the plants, and also present potential for antimicrobial use, in
special against the Botrytis cinerea fungi that produce gray mold disease in grape
fruits.

Key words: Cunninghamella elegans; Vitis labrusca; Rock biofertilizers; Soil

fertilization; Mineral nutrition; yield of grapes.
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INTRODUCAO GERAL

A vitinicultura é uma atividade consolidade no Brasil e de grande importancia
sécio-economica, concentrando sua producdo nas regdes Sul, Sudeste e Nordeste.
Em Pernambuco, a regido do Submédio S&o Francisco se destaca como uma das
principais frutas de exportagdo brasileira. O Submédio do Vale do Sdo Francisco é
um dos grandes poélos em expansao, volume, producdo e area cultivada com uva,
sendo configurada como pioneira em exportacdo de uvas finas de mesa, segunda
em produgéo Nacional, maior em produtividade (Agrianual, 2011).

Conforme dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE
(2012), foi verificado que a producédo de videira no Brasil entre os anos de 2009 e
2010 cresceu 2,5% em areas plantadas por ha, com uma producdo Nacional obtida
em 2010 na ordem dos 1.295.442 t. De acordo com levantamento sistematico da
producdo agricola do pais, IBGE ano (2012), a produgdo no Nordeste era de
246.508 t em 2009 passando para 299.701 t em 2010 o que proporcionou um
avanco de area cultiva com videira na ordem de 13,4 % da producao Brasileira.

O Estado de Pernambuco contribuiu com 66% da area colhida na regiao
Nordeste, aumentando sua participacao regional na producéo passando de 168.225
em 2009 para 299.765 t em 2010, o que elevou a sua participacdo de 68% para
78,19% e que o Vale do S&o Francisco apresentou 92% de area total plantada
neste Estado (IBGE, 2012).

Conforme trabalhos realizados por Silva et al. (2009) relatam que no
Nordeste, em particular, na regido semiarida as mudancas fisiologicas da cultura
ocasionada pelas diversidades edafo-climaticas, como baixa precipitacdo e
temperaturas médias mensais normais variando de 24 a 28 ° C favorecem a adoc¢éo
de técnicas de producéo adequadas. De acordo com Souza Leéo et al. (2004) a uva
desta regido pode-se difererenciar em comportamento e adaptacdo, podendo
anualmente obter mais de dois ciclos sucessivos de produc¢do ao ano, com alta
produtividade e qualidade, entretanto, € necessario mediacdo e intervencfes do
manejo. O Submédio S&o Francisco, apresenta assim como grande potencial uma
nova fronteira na producédo de frutas de uvas para exportacdo, numa regiao tropical

com caracteristicas diferentes das regifes tradicionais vitivinicolas do mundo, fato
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decorrente da obtencdo de produtividade que podem superar 30 tha™.ano™,
utrapassando as médias anuais de outras regides nacionais.

Com base em realizado estudo por Grigoletti jr & Sénego (1993) a vinifera
Vitis labrusca cv. Isabel apresenta caracteristicas agronémicas bastante peculiares,
com variabilidades a condi¢cdes edafoclimaticas das regibes como semi-arido,
relativa rusticidade, resisténcia a oidio e obtencdo de alta producdo. As espécies
americanas Isabel respondem por 2/5 do volume de uvas processadas no pais, com
valores préximos de 200 mil toneladas por ano de matéria-prima para producédo de
vinhos. De acordo pos Rizzon et al. (2000), este cultivar pode ter consumo direto in
natura ou processada para producdo de geléias, vinagre, vinhos tintos e sucos.

Os processos bioquimicos, fisioldgicos de crescimento e desenvolvimento da
uva séo refletidos direto da fertilidade do solo, participando como componente chave
nutricdo mineral da videira. Muitos trabalhos destacam a potencialidade da
fertilizacdo mineral influenciando a producéo e qualidada desta cultura. A caréncia
ou excesso nutricional induzira anormalidade no crescimento e tamanho da planta,
em particular nos frutos da uva, folhas e ramos, produzira efeitos deformacdes
anatbmicas e alteracdes quimicas diretas ou indiretas no metabolismo, causando
perdas na producdo e qualidade dos frutos (Albuquerque, 1996). De acordo com
pesquisa desenvolvida por Passos & Trintin (1982) o manejo influéncia diretamente
na producdo e qualidade da videira e no mosto da uva. Fregoni, 1980 citado por
Fraguas & Silva (1998) afirmam que a nutricdo da cultura tém efeito nos processos
bioquimicos envolvendo a uniformidade das bagas, maturacdo, formacdo das
proteinas, concentracdo de acidez e acucares, cor e tamanho dos frutos.

O nitrogénio é um nutriente exigido pela videira em maiores quantidades,
limita o crescimento e desenvolvimento total da uva, e apresenta ao longo do seu
ciclo vital teores médios que variam de 10 a 20 g kg™ da matéria seca da planta.
Faria et. al (2004) afirmam que as concentracdes normais na folha para videira
cultivadas no Vale do Séo Francisco oscila em varicdes de teores entre 12 e 20 g
Kg™' da matéria seca, apresentando faixa normal para a cultura.

De acordo com Taiz & Zeiger, (2006), no solo, as principais formas minerais
de absorcdo de N pelos vegetais sdo preferencialmente as NH; e NOgz,
predominantemente por fluxo de massa. Na videira a forma aniénica nitrica € a mais
assimilavel e apresciavel pela cultura, conforme citado por Ortiz-Lopez et al., 2000,

apos absorgdo, acumulados nas células das raizes na forma nitrogenada, &
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distribuida e translocado para partes aéreas da plantas via xilema na forma de acido
glutdmico, acido aspartico e a arginina (representa mais da metade do N soluvel
armazenado), indispensaveis na constituicdo dos aminoacidos e formacdo de
proteina.

Bruneto (2004) relatam que o N participa ativamente na composicao de
moléculas de clorofila, citocininas, formacdo de complexos organicos em protéinas e
enzimas, além de influenciar nas fun¢des metabdlicas, estruturais no protoplasma.

Bell & Henschke (2005) reportam que o N é necesséario na multiplicagédo
celular e no desenvolvimento de 6rgdos de armazenamento (raizes, tronco e ramos)
elevando a capacidade da planta em armazenar carboidratos e nitrogénio, ficando
prontamente disponivel para translocar para as vias metabdlicas da videira. No solo,
apresenta as formas organicas (proteinas, aminoacidos) e inorganicas (NH;" e NO3),
observando que as forma mineral predominante é a N-NO3 com grande facilidade
de ser translocado para subcamadas do solo (Lam et al.,, 1996). Na planta da
videira, Keller & Hrazdina, (1998), Keller et al., (2001) reportam que o N afeta
propriedades analiticas nas bagas, causando varia¢cdes no pH do mosto, na acidez,
teor de solidos solluveis totais, acidez titulavel e polifendis totais. Bell & Robson,
(1999) cosntataram que a variacdo dos teores de N na planta, devido o baixo
suprimento de N pode comprometer acentuadamente a producéo da videira.

O N tem grande mobilidade na videira, a deficiéncia manifesta-se
primeiramente nas folhas velhas com mudanca de verde a verde-clara (clorose),
permanecendo inalteravél a cor verde nas folhas mais jovens. Conforme os autores
Albuquerque et al. (2009), sua deficiéncia promove menor sintese de clorofila,
reducdo na absorcdo de outros nutrientes decorrente da inibicdo do processo
energético fotossintético, queda no vigor, diminuicdo a sintese de proteinas, baixo
desenvolvimento vegetativo, restricdo do crescimento dos brotos e entrends, com
efeito direto na reducéo do percentual pegamento dos bagas, tamanho dos cachos e
consequente reducdo da producao. Além disso, outros trabalhos demostram que a
falta deste elemento pode comprometer a produtividade e qualidade dos uva para
fins de producao de vinhos e sucos.

O excesso N pode provocar acentuado vigor as plantas, manifestando
crescimento excessivo das partes superiores da cultura, além do dessecamento da
rdquis e dos samentos, causa o0 desbalanco na relacdo C/N, comprometendo a

reducéo da inducdo das gemas dos ramos e aumento da suscetibilidade a doencgas
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(Srinivasan & Mullins, 1981). Conforme trabalhos desenvolvidos por Miele et al.
(2009) as aplicacOes excessivas de N em fertilizagdo mineral nitrogenada pode
induzir a alteragdes fisiolégicas como: e dessecamento dos cachos e muchamento
das bagas influenciada pelo sobreamento do racemo. Em um estudo abrangente,
Marschner, (1995) cita que o fornecimento de N em quantidades acima do
recomendado pode reduzir a quantidade de carboidrados nos 6rgéos de reservas,
inerente ao crescimento demasiado da densidade do dossel, provocando a
diminuicdo de fotossintados, pela queda de atividades fotossintéticas nas folhas
sombreadas.

Bucchetti & Intrieri (2007) obteveram vinhos com perda de qualidade,
apresentando reduzida estruturacdo, queda nos teores de composto etano e
elevacdo acentuada dos teores alcoois superiores ocasionada por alteracbes na
caracteristica da cor do mosto.

O excesso de N de acordo com Souza Ledo et al, (2004) os autores
concluiram que o N total presente no solo apresenta sinergismo em relacédo ao ions
K* contribuindo para desenvolvimento da cultura, diferente dos teores de Ca ** e Mg
>* apresentaram efeitos antagénicos, dificultando a absorcdo fons K* pelo sistema
radicular .

O fosforo € um nutriente que requer bastante atencao, pois é essencial no
crescimento e desenvolvimento da videira, seja induzindo o crescimento radicular ou
na formacdo dos frutos e sementes. De acordo com Ledo (2007) no solo, o P
encontra-se principalmente na forma ions de ortofosfato H,PO™ ou como aniéns
H,PO* com teores de absorcdo menos expressivos. Conforme trabalhos
desenvolvidos por Costa et al., (2009) vale ressaltar que o ions ortofosfato é
absorvido pela planta por difusdo, restringindo assim sua mobilidade no solo. A
solubilidade de P no solo esta condicionada a fatores como: pH, concentracdo de P
na solucdo do solo, textura e presenca de teores de matéria organica (Arai; Sparks,
2007).

A concentracdo de P no tecido vegetal da folha da videira apresenta baixos
teores, que variam de 0,15% a 0,25%, quando comparado com as concentracdes de
potassio nas folhas da mesma cultura que mostram percentuais entre 1,5% a 2,5%.
Todavia, vale salientar que o P exerce funcdes primordiais nos diversos processos
metabolicos da cultura, na formacdo de estruturas energéticas (ATP e ADP), na

transferéncia energética, na respiracdo, divisdo e crescimento celular, com estimulo
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no desenvolvimento das raizes, no metabolismo de aclUcares e na composi¢cédo de
protéinas, substratos metabdlitos, &cidos nucléicos (difosfato e trifosfato de
adenosina), além de participar da fotossintense e no transporte de energia para o
cloroplasto (Donati, 2002).

Faria et al. (2004) afirmam que sintomas de deficiéncia por diagnose visual,
inicia-se nas folhas mais velhas, fato decorrente da alta mobilidade nos tecidos mais
velhos para os meristematicos ativos. Em casos de severa deficiéncia a planta
apresenta baixo vigor vegetativo, com reducdo do sistema radicular, as folhas
apresentam coloracdo roxo-violeta, pelo acumulo de antocianinas, caracterizando
clorose, podendo evoluir para desfolha, secamento e necrose, atraso da maturagéo
dos frutos, lignificacdo dos tecidos celulares e reducdo da produtividade
(Albuquerque, 2007). Também é importante ressaltar que a deficiéncia acentuada de
P manifesta-se com o surgimento da reducdo do numero de frutos, limitacdo no
crescimento das raizes, retardando o tamanho e crescimento dos tecidos e
desenvolvimento dos brotos na planta (Fregoni, 1980).

Com relagcdo ao excesso Malavolta, (2004); Fregoni (1980), Raij (1991)
afirmam que o excesso de P promove acentuada deficiéncia de zinco e ferro nos
vinhedos.Também, vale salientar, que a disponibilidade excessiva pode promever a
transferéncia do excesso para os formas de polifosfatos na planta, acarretando o
chamado “consumo de luxo”.

No solo, a planta absorve o fésforo da solucdo do solo, sendo transferido
incorporado pelo sistema radicular para dentro da planta e imediatamente
transformado em compostos organicos (Malavolta et al., 1997). Na obtencdo de
1000 kg de frutos a cultura absorve 1 kg de P,Os (Melo, 2005). Sdo requeridas
maiores propor¢cdes em fase de brotacdes da videira, conforme observado por
Donati ( 2002) este elemento participa decisivamente na estrututa energética das
células no fornecimento de ATP e ADP , ajudando no crescimento dos brotos.

Dos macronutrientes, o potassio € considerado um dos mais importantes na
nutricdo da videira, sendo absorvido pela planta na forma de ions K* e n&o forma de
compostos quimicos. No solo, conforme Raij (1991) estd associado a minerais
primarios e secundarios, e na forma trocavel € adsorvido aos coldides, e na solucao
do solo encontra-se na forma disponivel. No processo de absor¢do os ions K™ s&o
transportados pelo sistema radicular para dentro da célula, principalmente por
difusdo (Malavolta et al., 1997).
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Os teores de K na folha normalmente variam de 15 a 25 gkg™ na matéria
seca, sendo o cation mais abundante nas células da videira. O K afeta func¢des vitais
como a fotossintesse, respiracdo e transpiracdo na planta, regula a abertura e
fechamento dos estdmatos pela sua concentracdo nas células, limitando as perdas
de 4gua na planta. O K atua no transporte de carboidratos para a maturacdo dos
cachos, é ativador de coenzimas e enzimas que participam nos processos
metabodlicos da uva, afetando diretamente no sabor e aroma do vinho
(Marschner,1995). Rizon & Miele (2004) observaram que o cation K* tem um
importante papel na qualidade das uvas para elaboracdo dos vinhos e sucos, pois
seus teores na planta determinam a composicdo da parte sélida da uva (50% das
cinzas).

De acordo com Smart et al. (1985) a deficiéncia em K * acarreta prejuizos no
transporte dos carboidratos formados nas folhas mais velhas. E transportado para
outros 6rgaos de reservas da videira e também tem influéncia na fisiologia da planta,
seja no controle do potencial osmotico, na reducao de atividades enzimaticas e bem
como no controle do potencial de absor¢cdo de agucares e ions (Conde et al 2007).
O K é um elemento com mobilidade acetuada, cuja deficiéncia ocorre primeiramente
nas folhas mais velhas com clorose internerval, e posteriormente atinge as areas do
limbo foliar (Soares & Souza Ledo, 2009). Trabalhos desenvolvidos na videira por
Delgado et al. (2011) foi constatado acumulo dos teores de nitrogénio e potassio na
folha, na formacado e no rendimento dos frutos e nas caracteristicas da qualidade do
suco, quando estes nutrientes foram aplicados simultaneamente.

Christensen & Kearney (2000) observaram que a caréncia de K interfere na
sintese protéica causando elevacao na qualidade de aminoéacidos livres, retardando
a maturacdo e promovendo a producdo de cachos com tamanho reduzido das
bagas. O K é exigido em grande quantidade no estadio de maturacdo das bagas e
lignificacdo dos ramos.

Jacobs (2002) avaliou que o excesso de potassio em videiras produtivas
promove o actimulo de acido malico na baga, com valores foliares acima de 25 gkg™
compromete as caracteristicas do vinho, com classificacdo inferior ao desejado pelo
consumidor.

A deficiéncia do calcio na videira é evidenciada principalmente nas raizes e
ramos. Nas partes inferiores da planta, provoca reducdao no tamanho das raizes, e

na parte aérea manifestla paralizacdo ou reducdo do crescimento dos tecidos
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meristeméatico como o0s ramos, seguido de atrofiamento e presenca de nervuras
cloréticas nas folhas novas (Albuquerque et al., 2009). As folhas jovens evidenciam
0s primeiros sintomas, da auséncia deste nutriente, devido a baixa mobilidade na
planta.

Giovannini, (1999) afirma que o célcio absorvido pela cultura forma o pectato
de célcio que é altamente necessario para o crescimento apical dos ramos e raizes,
também pode atuar na inibicdo da toxidez promovida pelo &cido oxalico na cultura
da videira. Além de ser essencial para o fortalecimento dos tecidos da parede
celular, contra a¢Bes causadas por bactérias e fungos (Malavolta, 2006).

Outro nutriente de destaque na videira é o magnésio, que participa na
ativacdo de varias enzimas, atua na transferéncia de nucleotidios, e no processo da
fotossintese, tem papel estrututal, participando como elemento central e constituinte
do pigmento da clorofila (Silva et al., 2009). Sua auséncia na videira mostra o efeito
de sintomas com clorose internerval nas folhas basais, e pode apresentar
dessecamento da raquis, além de aparecimento de brotos curtos e cachos com
falhas ( Malavolta et al 1997).

O enxofre é um nutriente que participa ativamente como essencial no
desenvolvimento e crescimento da videira. De uma forma geral participa de reacdes
bioquimicas, sendo elemento chave na sintese de proteina, e sua auséncia pode
causar deficiéncia nas folhas mais novas, fato decorrente da baixa mobilidade do
elemento na planta, causando queda considerada na producao de frutos e biomassa
seca de planta. Pode participar como ativador enzimatico, e de acordo com Bezerra
(2010) a deficiéncia aparece nas folhas novas, fato decorrente da baixa mobilidade
no floema das plantas (Silva et al., 2009).

De acordo com Brunetto (2007) a fertilizacdo correta visa atender o aporte de
nutrientes em quantidades equilibradas e balanceadas no solo, contribuindo de
forma direta e acentuada para elevacdo da produtividade, do rendimento e na
gualidade da uva.

Como fonte alternativa em substituicdo a fertilizantes convencionais pode ser
utilizado o biofertilizante produzido a partir de rochas fosfatadas e potassicas, com
adicdo de enxofre elementar S inoculado com Acidithiobacillus, que possui acéo
comprovada na oxidacdo de enxofre, com producédo de acido sulfurico. O uso de
biofertilizantes de rochas visa elevar os teores de nutrientes no solo, além de

promover aumento de produtividade e na qualidade dos frutos. Diversos trabalhos
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evidenciam efeitos satisfatorios de biofertilizantes de rochas em diferentes solos e
plantas (Andrade et al., 2009; Stamford et al., 2007a; Lima et al., 2007, Andrade,
2007, Stamford et al., 2008, Stamford et al., 2009, Stamford et al.,2011a, Stamford
et al.,2011b, Silva et al., 2011). Os resultados mostraram que aplicagdo dos
biofertilizante de rocha fosfatada, em comparagdo com 0s convencionais, promove o
crescimento da planta com valores superiores na producao de matéria seca da parte
aérea e fornecimento de P disponivel no solo.

Moura et al (2007), trabalhando com Cucumis melo L., avaliando o efeito do
biofertilizante de rochas potassica e fosfatica, em comparacdo com outros
fertilizantes convencionais, encontraram resultados satisfatério no peso médio dos
frutos e produtividade, além da elevacéo nos teores de P, K, Mg e SO,*. Stamford
et al. (2011a) no cultivo de Vitis vinifera L., no Vale do Sdo Francisco em um
Planossolo hidromorfico distréfico, com aplicacéo de biofertilizantes de rochas com P
e K mais enxofre inoculado com Acidithiobacillus constataram reducé&o no pH do solo
e aumento no incremento de P e K disponivel, no Ca, Mg trocavel e no S-SO,*
soluvel.

Stamford et al (2011b) em ensaio de campo com Vitis vinifera cv. “ltalia” em
Planossol distréfico com textura média, em avaliagdo dos teores nutricionais
acumulados nas folhas e frutos com tratamentos de biofertilizante de rochas com K
inoculado com Acidithiobacillus em comparacdo aos fertilizantes soéluveis,
evidenciaram que o biofertilizante mostraram adequada absorcdo de K, S-S0, Fe,
no cultivo da uva.

Em busca de melhorar a qualidade do biofertilizante de rochas com P e K,
com adicao de N total ao produto foi incorporado material organico com inoculacéo
de bactéria diazotrofica de vida livre. Lima et al. (2010) encontraram incremento
superior a 100% de nitrogénio, apds incubacdo de compostos organicos (humus de
minhoca) com bactérias diazotroficas de vida livre (NFB 10001), que promoveu
aumento no teor de N total, provavelmente por efeito do processo de fixacao
biolégica do N e também pelo aumento da mineralizacéo.

J&a a quitosana que tem acéo direta, inibindo microrganismos patogénicos em
funcdo de suas propriedades fungistatica e fungicida, além de ativar mecanismo de
defesa da planta (Mazaro et al., 2008). Coqueiro & Piero (2011) observaram em

trabalho in vitro o efeito fungistatico da quitosana com diferentes pesos moleculares
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sobre o crescimento do fungo Alternaria solani, em inibicdo do crescimento e da
germinacao do micélio.

A quitosana é um polimero natural, podendo ser encontrado nos crustaceos,
moluscos e na parede celular de alguns fungos, principalmente da Classe
Zygomycetes (Silva et al., 2010; Stamford et al., 2007b). O biopolimero tem
comprovada agao na inibicdo do crescimento do fungo patogénico Botrytis cinerea,
causador de doencas de uvas “mofo cinzento da videira”, fato revelado
independente da concentracdo utilizada que variou de 0,5 a 2,0% de quitosana
(Camili et al., 2007).

InvestigagBes foram realizadas com o biofertilizante de rochas com P e K,.
com adi¢do da quitosana de crustaceo contribuindo para melhorar na inducdo de
plantas a resisténcia a patégenos, além de incrementar de nutrientes para as plantas
e devido essas propriedades fungiostatica e fungicida vem recebendo a
denominacéo de bioprotetor (Berger et al., 2010).

A aplicacao do bioprotetor com a adicdo da quitosana fungica (massa micelial
de Cunninghamella elegans (UCP 542) que tem promissora potencialidade no
combate ao fungo patogénicos de plantas. Fato comprovado cientificamente com
trabalho in vitro visando avaliar acdo antifungica do fungo patogénico Pythium,
potente parasitico da cultura do alface (Felix , 2012). Como também atuar como
fonte alternativa na liberacdo de nutrientes para o solo ajudando no incremento da
produtividade da cultura.

De acordo com Franco (2011) a quitosana de origem fangica além de atuar
com acao antifungica pode, pela adicdo da biomassa fungica, liberar polifosfato
inorganico e de outros minerais. Desta forma, torna-se necessario a realizacdo de
pesquisas que venham acrescentar informacdes para melhorar a nutricdo e protecao
das plantas contra fitopatégenos, e contribuir para o sucesso do estabelecimento da
videira.

O objetivo do trabalho foi avaliar bioprotetor (P) a partir de rochas (fosfatadas
e potassicas) inoculadas com Acidithiobacillus, em mistura com hiumus de minhoca
enriquecido com bactéria diazotréfica de vida livre e com adicdo de fungo
Cunninghamella elegans (UCP 542) avaliando os efeitos dos diferentes pesos
moleculares da quitosana de camardo (baixo, médio e alto) aplicada em doses
crescentes, contra o fungo Botrytis cinerea em in vitro com a determinacdo do

percentual de inibicdo em véarios tempos de crescimento. Como também a eficiéncia
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agronomica do (F) e do (P) no incremento da nutricdo e produtividade da uva cv.

Isabel.
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RESUMO
Ensaios em laboratério (placas de Petri) foram realizados com o objetivo de

caracterizar e avaliar os efeitos de quitosana extraida da carapagca de camardo com
diferentes pesos moleculares (baixo, médio e alto) contra o fungo patogénico
Botrytis cinerea causador da “podriddo cinzenta” em frutos de uva. Analises foram
realizadas em diferentes tempos de crescimento do fungo (0, 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 horas), submetido a concentragdes crescentes de quitosana. A quitosana
foi previamente submetida a desacetilagdo (ChAD) para obter 80 a 98% de grau de
desacetilagdo. No processo de despolimerizagcédo foram usadas duas concentracdes
de peréxido de hidrogénio (5% e 15%) modificando o peso molecular de 5,6.10° g
mol™* a 1,6 10° g mol™. A quitosana foi caracterizada e em seguida avaliada contra o
crescimento do fungo patogénico da uva. A quitosana de camardo com baixo, médio
e alto peso molecular foi obtida da Sigma-Aldrich®, caracterizada por espectrometria
vibracional na regido infravermelha, grau de desacetilacdo (determinado utilizando
duas técnicas (RMN 'H e anélise elementar), e estimada a massa molar através da
medida da viscosidade. Apds a repicagem do patdgeno foi determinada a atividade
inibitéria da quitosana com diferentes pesos moleculares, durante o crescimento do
fungo, medida pelo diametro do halo (mm), e procedida a avaliacdo da atividade
antifangica até o fungo atingir o crescimento maximo na placa. Os melhores
resultados da atividade inibitéria do crescimento do fungo (88,2 %) foram com
aplicacdo da quitosana de médio peso molecular, mostrando maximo crescimento
fangico na concentracédo 3,75% mg mL™*. N&o foi obtida inibicio completa maxima
(100%) do desenvolvimento do crescimento do fungo B. cinerea, entretanto houve
efeito fungistatico ao invés de fungicida . Os resultados demonstram que a quitosana
pode ser utilizada como alternativa contra o fungo patogénico Botrytis cinerea,

causador da doenga “podridao cinzenta” em frutos de uva.

Palavras-chave: Analises da quitosana; biopolimeros; inibicdo de crescimento;

efeitos do peso molecular; fungo patogénico; grau de desacetilacéo
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Characterization and inhibitory activity of chitosan with different molecular

weights against Botrytis cinerea

ABSTRACTS

Assays were conducted in laboratory (Petri dishes) with the aim to evaluate the
effects of chitosan from shrimps with different molecular weight (Low, medium and
height) against Botrytis cinerea which promote the gray mold disease in grape fruits.
The fungi grown in several growth times (0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 and 168h) and
was submitted to crescent concentration rates of chitosan. Chitosan was subjected to
deacetylation (ChAD) to obtain 80% to 98% deacetylation degree. The
depolymerization process used two concentrations of hydrogen peroxide (5% to
15%) and changed the viscosimetric molecular weight (ChC) of 5.6x10° g mol™ to
1.6x10% g mol™. The chitosan was previously characterized and followed tested
against the fungi pathogen for grapes. The chitosan (low, medium and high
molecular weight) were purchased from Sigma-Aldrich® and characterized by
vibratory spectroscopy (infrared region), deacetylation degree analyzed by two
different techniques (RMN *H and elementary analyzes), and molar mass estimated
using the viscosity measurement. After the pathogen replication was determined the
inhibition activity of the different chitosan during fungi growth, by measure of the halo
diameter (mm), and proceeded to evaluate the activity until the fungus reaches the
maximum growth in the plates. The Best results of inhibitory activity were obtained
when applied chitosan with medium molecular weight (88,2 %) and showed the
maximum antifungal capacity in chitosan concentration 3,75% mg mL™. The
maximum effect on the fungi pathogenic growth (100% of inhibition activity) was not
observed but the results demonstrate that chitosan may be used as alternative

against the fungi pathogenic Botrytis cinerea.

Keywords: biopolymers; chemical analyzes of chitosan; desacetylated degree;

effects of molecular weight; fungi pathogen; growth inhibition; pathogenic growth.
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INTRODUCAO

A quitosana € um polimero natural, cujo monémero sado N-acetilglucosamina e
a D-glicosamina através de ligacdo B 1,4 ligadas, com potencialidade para aplicacédo
em diversos setores da economia (Chatterjee et al. 2005). A quitosana é encontrada
na natureza fazendo parte da parede celular de alguns fungos, particularmente da
Classe Zygomycetes e em alguns moluscos (Silva et al. 2006). Usualmente a
quitosana é obtida da desacetilacdo da quitina de crustaceos, sob condi¢des
alcalinas, com os grupos N-acetil submetidos a véarios graus de desacetilacdo
(Synowiecki & Al-Khatteb 2003; Tharanathan and Kittur 2003). O produto obtido
raramente alcanca completo grau de desacetilacéo, tendo em vista que a reacéo de
desacetilacdo leva muito tempo para ser realizada totalmente, e durante este tempo
a despolimerizacao chega ao final da cadeia da quitosana (Tolaimate et al. 2003).

A quitosana possui propriedades especificas que mostram grande potencial
para inumeras aplicagdes em varios produtos comerciais, especialmente devido a
sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e reatividade do grupo aminico (Fai et al.
2008; Synowiecki & Al-Khatteb 2003). Tais propriedades possibilitam que a
guitosana possa ser utilizada em varias aplicacbes, como acédo antimicrobiana (Kong
et al 2010, Feng & Xia 2011). De acordo com Badawy & Rabea (2008) a quitosana
pode promover efeito inibitério antifingico, com acdo mais acentuada sobre B.
cinerea a medida que diminui 0 seu peso molecular.

O fungo Botritis cinerea causador da podridédo cinzenta da uva é responsavel
pela reducdo na produtividade com a destruicdo das bagas e perdas total dos
cachos, além de provocar a reducdo na qualidade dos vinhos por alterando a
composicdo quimica do mosto com a reducdo do acgUcar simples e aumento de
enzimas que catalizam a oxidacdo de compostos fendlicos no processo de
vinificacdo (Meneguzzo, 2006).

Como um fator importante que tem grande influéncia na produtividade e na
gualidade dos cultivos econémicos tem sido considerado a resisténcia das plantas a
doencas.

Para melhorar a resisténcia das plantas contra doencas fungicas é
necessario serem avaliados novos produtos que ndo promovem problemas para as
plantas e para a qualidade do ambiente, e em especial com referéncia a nutricao

humana e animal (Amorim et al. 2001, 2006).
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Em estudos recentes a quitosana tem demonstrado sua importancia como
produto que induz mecanismos de defesa da planta contra doencas, especialmente
as causada por fungos, e como principal hipétese tem sido sugerido que o
biopolimero altera a permeabilidade da membrana plasmatica (Benhamou 1996) e
também promove estresse oxidativo no fungo patogénico (Di Piero & Garda 2008).
Ensaios de laboratério conduzidos em placas de Petri corroboraram a acgéo
antibidtica da quitosana em diferentes microrganismos tais como, Salmonella
enterica, Pseudomonas aeruginosa (Yavad et al. 2004), Bacillus cereus, Fusarium,
Alternaria, Helminthosporium sp. (Costa Silva et al. 2006), Fusarium oxysporum f.sp.
chrysanthemi (Pinto et al. 2010).

Considerando que as propriedades da quitosana s&o intrinsecamente
relacionadas com o grau de desacetilacdo e com o peso molecular, este trabalho
visa avaliar a influéncia da desacetilacdo e despolimerizacdo da quitosana, e
principalmente os efeitos dos diferentes pesos moleculares da quitosana de
camarao (baixo, médio e alto) aplicada em doses crescentes, contra o fungo Botrytis
cinerea que causa a podridao cinzenta em frutos da uva, com determinacdo da

atividade antifingica em varios tempos de crescimento.

MATERIAIS E METODOS

Efeito antifUngico da quitosana

Ensaios foram conduzidos em laboratorio (placas de Petri) com o objetivo de
avaliar o efeito da quitosana de camardo com diferentes pesos molecular, pela
determinacdo da atividade inibitoria do fungo Botrytis cinerea em varios tempos de
crescimento (0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168h) submetido a adicdo de doses
crescentes de quitosana. A quitosana com diferentes pesos moleculares foram da
Sigma-Aldrich® com grau de desacetilacdo de 80% e pureza 85%. O pH do meio
BDA (Batata dextrose Agar) foi ajustado para 5,6 com NaOH 1M, apresentando
concentracao final de quitosana de 0;0,2:0,4;0,8;1,1;1,5:1,9;23e 3,8 mg mL™,
seguindo a metodologia modifica por Di Piero & Garda (2008). Usou-se um controle

absoluto (CA) onde foi utilizado apenas meio BDA, e um controle relativo (CR)
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aplicando &cido acético substituindo a quitosana. Todos os tratamentos foram
realizados em cinco repeti¢oes.

Na preparacdo do gel de quitosana foi preparado primeiramente (1L) de
solucdo aquosa de acido acetico a 0,5% (v/v) em &gua deionizada, para serem
utilizado como solvente de quitosana. Quantidades pré-definidas da amostras de
quitosana (baixo, médio e alto peso molecular) foram cuidadosamente pesadas e
vagarosamente adicionadas a uma solucdo de acetica a 0,5%, sob agitacdo com
auxilio de um agitador magnético para evitar a formacdo excessiva de grumos, de
forma que se obtivessem ao final um gel de quitosana & 2,0%. Utilizou-se becher
de 250mL envolvido com filme PVC e manteve-se o sistema quitosana- solucéo
acética sob rotacdo constante de 300 rpm, a temperatura ambiente durante 24h para
garantir a dissolugcdo completa do biopolimero.

O Gel de quitosana foi ajustado o pH para 5,6 (NaOH a 1 %) e com 0 meio
BDA foram esterilizados separadamente em autoclave (120°C por 20 min)., visando
evitar contaminacdo. Apos a esterilizacdo a quitosana (baixo, médio e alto peso
molecular) e o meio BDA foram combinados e colocados em placas de Petri nas
concentragdes finais 0,0; 0,19; 0,38; 0,75; 1,13; 1,5; 1,88; 2,25 e 3,75 mgmL™.

Em seguida, apos 96 horas de crescimento em BDA a 26°C, sob luz constante,
disco (0.5cm diametro) com cultivo recente de B. cinerea foi colocado no centro de
cada placa de Petri com adi¢do de quitosana com as diferentes doses.

Apo6s o in6culo do patogeno foi determinada a inibicdo através de avaliacbes
realizadas por medicdes diarias do diametro do halo das colénias (mm) (média de
duas medidas diametralmente opostas), 24 horas, ap0s a instalacdo do experimento
e durou até o momento em que as colbnias fungicas alcancou o maximo de
crescimento na superficie do meio de cultura nas placas. Para o célculo da
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC), segue metodologia aplicada

por Bastos (1997), com aplicacéo da férmula:

crescimento testemunha — crescimentotratamento

PIC = . x100
crescimento testemunha
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Caracterizacdo da quitosana de medio peso molecular

A quitosana utilizada foi extraida de exoesqueletos de camardo (Sigma-
Aldrich®) com viscosidade, fornecida pelo fabricante maior que 200000 capsulas.
Entretanto, para confirmacdo do grau de desacetilacdo, foi realizada a
caracterizacdo da quitosana de médio peso molecular, que apresentou os melhores
resultados por diversas técnicas. A caracteristica estrutural da quitosana foi
observada por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, o grau de
desacetilacéo foi determinado utilizando duas técnicas (RMN 'H e anélise elementar.

A espectroscopia vibracional foi determinada na regido do infravermelho por
espectrofotometria com transformada de Fourier da Bruker (modelo IF66), de acordo
com a metodologia descrita por Signimi e Campana Filho (1998). A analise do Grau
de desacetilacdo foi procedida por Ressonancia Magnética Nuclear com os

espectros de RMN 'H obtidos de acordo com Signini et al. (2000).

A espectroscopia naregiao do infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho permite observar e classificar
algumas bandas relativas a vibracOes caracteristicas dos grupos funcionais
presentes na estrutura da quitosana. As bandas observadas nos espectros da
guitosana comercial de médio peso (QCM) e suas respectivas atribuicbes foram
para intensidade e n° de anéis, respectivamente: Anéis piranosidicos - 0,675 e 1099
cm?; (C-CHz — OH) c.o— 0,783 e 1384; amidac.n — 0,787 e 1423; amida Il — 0,781
e 1598; amida Ic-o — 0,780 e 1594; ¢4 - 0,650 e 2923; 5.4 -0,474 e 3448; aminany —
0,474 e 3448.

Os espectros obtidos para a quitosana comercial de médio peso molecular
(QMC) mostram respectivamente um pico largo em 3448,09 e 3444,06 cm™, na
regido correspondente ao estiramento OH. Os picos em 2923,56 e 2891,42 cm™
representam o estiramento C-H alifatico da amostra. Os picos em 1594,84 e 1641,18
cm™correspondem ao grupo amina acetilado da quitina indicando que a amostra néo
esta totalmente desacetilada (Figueiredo, 2002). Anjos (2005) especifica este pico
em torno de 1655 cm™ como sendo referente & banda de deformacdo axial C=0O

(amida 1) e o modo vibracional da deformagdo angular da ligacdo N-H (amida II)
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aparece como um ombro em 1607 cm™. Os picos em 1384,64 e 1324,91 cm™
representam respectivamente o estiramento C-O do grupo alcodlico primério (-CH; —
OH) da amostra. A deformacdo axial de C-N da amida aparece em 1423,21 e
1430,34 cm™ para as quitosanas Aldrich do fabricante. A banda intensa entre 800 e
1200 cm™ esté relacionada aos anéis piranosidicos (Shigemasa et al., 1996).

O grau de desacetilagdo é considerado um dos principais parametros na
caracterizacdo da quitina e da quitosana, e € definido como sendo o numero de
grupos amina em relacdo ao numero de grupos amida da cadeia polimérica. Entre
0s métodos propostos para a determinacdo os mais usados sdo: espectroscopia no
infravermelho (ultravioleta, RMN *H, RMN 3C), anélise elementar e titulacdes
potenciométrica e condutimétrica. A Figura 1 mostra o espectro de RMN 'H para a
Quitosana Aldrich.

HD

26.07 4.67 3.00

Figura 1. Espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN) da quitosana (Aldrich)

Os valores dos graus de desacetilacdo variaram muito pouco, sendo pela
equacao 1 igual a 80% e pela equacéo 2 igual a 79%. O grau de desacetilacao foi
calculado pela equacdo 1, utiliza os sinais dos prétons H?, H3, H*, H®, H®, H® (H*®)
de ambos os monémeros e o pico referente aos nucleos do hidrogénio do grupo

acetoamido (H*).

3

%)=|1— 1 ac 1 26 | | (Eq1)
GD(%) (1 [ H /6H n 100
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A equacdéo 2, proposta por Signini e Campana Filho (2000), utiliza a area do
pico na regido de 2ppm atribuido aos ndcleos de hidrogénio do grupo acetoamido
(H*) e a area do pico em 3,4ppm referente ao nlcleo de hidrogénio na posicéo 2 do
anel glicopiranosidico (H?).

Hac
GD% = [1—(3}_' 5 j]xlOO (Eq.2)

A determinacdo do grau de desacetilacdo da quitosana pela analise
elementar, apesar de ser um método preciso, deve ser usado com muita cautela em
virtude dos diferentes teores de hidratagc&o, que variam de acordo com as condi¢des
de armazenamento e tratamento prévio da amostra. A equacdo 3, foi proposta por
Kassai et al.(2000), para determinar o grau de desacetilacdo da quitosana, em
funcdo da relacdo entre carbono e nitrogénio, a qual pode ser obtida pela analise

elementar.

GD% = 1—(C/N)_5’145 x100 (Ea.3)
6,816 —5145

Onde C/N é a razao de carbono/nitrogénio. Esta razdo, de acordo com Kassai
et al. (2000), varia de 5,145 em quitosana completamente desacetilada (mondmero
da quitosana) a 6,816 em quitina inteiramente acetilada (mondémero da quitina). O
grau de desacetilacdo encontrado na amostras de quitosana analisada foi calculado
de acordo com a tabela 1.

Este método s apresenta resultado preciso para quitosana sem residuos de
proteinas, caso contrario, € necessaria a purificacdo. No trabalho ndo foi preciso
purificar a amostra tendo em vista que o resultado da andlise elementar foi

semelhante a da ressonancia magnética nuclear de hidrogénio.

Tabela 1. Percentuais de carbono, nitrogénio, hidrogénio, a relacdo carbono /
nitrogénio e o grau de desacetilacdo das amostra de quitosana Aldrich do fabricante
(QC).
Quitosana C% N % H % CIN GD%
QC 39.01 7.12 10.58 5.478 80%
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As propriedades fisico-quimicas da quitosana dependem ndo somente do
grau de desacetilacdo, mas também da sua massa molar média. A determinacéo da
massa molar média de polimeros pode ser realizada por cromatografia de
permeacdo em gel (GPC) ou por medida da viscosidade.

A cromatografia de permeacédo em gel também chamada de cromatografia de
exclusdo de tamanho é o método mais utilizado para a determinagéo da distribuicdo
da massa molar de polimeros (Stevens, 1999). Uma coluna cromatografica separa
as fracdes cujas massas molares apresentam pequena variacdo. No caso da
quitosana, tem sido discutido o efeito da natureza quimica dos padrdes de
calibracdo sobre a determinacdo de massa molar por GPC. Alguns artigos mostram
gue os melhores resultados sdo obtidos através de padrbes de calibracdo da propria
quitosana (Tsaih e Chen, 1999). Entretanto, a maior dificuldade surge da
inexisténcia de amostras comerciais desses padrdes. Assim, para a determinagao
da massa molar média da quitosana utilizada, realizou-se medida da viscosidade.

A viscosidade intrinseca da quitosana foi encontrada pela extrapolacédo do
grafico de viscosidade reduzida versus concentragcao a diluicdo infinita, com base na

equacao de Huggins (1942) mostrada abaixo:

Nrea = [N] + Ku [NJ* C (Eq. 4)

No presente trabalho o solvente utilizado foi o acido cloridrico na temperatura
de 25°C o qual apresenta os valores de 1,81x 10® e 0,93 para K e a,

respectivamente.
[n]=K(N‘IU] (Eq. 5)

A quitosana usada apresentou viscosidade intrinseca = 3,828 mL g™ e massa
molar média = 5,6 x 10°> g mol™. A massa molar média da quitina esta entre 1,03 x
10° a 2,5 x 10° g mol™?, mas na obtenc&o da quitosana pela reacéo de desacetilagcdo
este valor foi reduzido de 5 x 10° para 5 x 10* g mol™. O valor da massa molar média
da quitosana utilizada estd de acordo com resultados relatados na literatura por
Santos et al. (2003) e Anjos, (2005).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade antifungica

Os efeitos da quitosana (baixo, médio e alto peso molecular) na inibicdo do
crescimento do fungo patogénico Botrytis cinerea em diferentes tempos estédo
apresentados nas tabelas 1, 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2. Atividade inibitéria da quitosana (baixo peso molecular) contra Botrytis
cinerea em diferentes tempos de crescimento do fungo (h) em meio de cultura BDA
(5 repeticoes).

Tratamento 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas 168 horas
mg ml™ Inibig&o (%)
Q3,75 542"+ 048 600" +039 628" + 047 701" + 045 806" + 045 799" + 0,03 786" + 0,22
Q225 47,3% + 024 54,0 +02657,2"%+ 023 656° + 025 77,7"® + 025 79"® + 012767+ 0,12
Q1,88  435° + 0,24 506°©+0,24541%+ 025 631° + 024 761° + 024 753"® + 0,10 730" + 0,12
Q150  41,9° + 048 49,3%¢+ 0475295+ 042 62,15 + 047 755 + 047 745% + 024 72,7" + 0,00
Q1,13  416° + 035 463° +0,12 492° + 0,01 579° + 012 665° + 0,12 69,7° + 0,0266,5"%+ 0,12
Q0,75 293°+ 035 350° +0,12 39,9° + 001 430° + 012 553° + 012 52,7° + 1,8952,8%5+ 035
Q0,38  27,0°+ 082 26,6 +0,24 26,05+ 1,06 22,8 + 024 294 + 024 271F + 365389°+ 059
Q0,19 156° + 0,12 17,0 +1,06 11,17 + 0,35 89" + 118 236" + 1,18 102" + 0,11 114° + 0,12
QCA 0,0% + 0,71 00° 024 00° + 082 00° + 004 00° + 004 00° 012 00° + 0,07
QCR 91% + 041 12,6° +040 55° + 106 09° + 024 101° + 024 3,0° + 059 00° + 0,03
CV (%) 7,50 6,62 7,24 4,70 2,05 3,48 9,80

(*) Nas colunas, as médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade

pelo teste de Tukey(p < 0,05%).

De uma maneira geral a quitosana de camardo (Sigma) mostrou satisfatéria
atividade antifingica contra Botrytis cinerea agente etiolégico da doenga “podridédo
cinzenta” dos frutos da uva e mostrou ser dependente da concentragéo da dose de
aplicacdo do meio especifico, e o efeito inibitorio também mostrou estar relacionado
com o tempo de crescimento do fungo.

Observou-se efeito diferenciado de acordo com o peso molecular da quitosana
aplicada. A quitosana de camardo, de uma maneira geral, mostrou que aplicada na
dose de 1,9 a 3,8 mg mL™ teve efeito antifingico contra Botrytis cinerea. O
crescimento fungico apresentou pequena diferenca comparando com o tratamento
controle relativo (com acido acético substituindo a quitosana). Para o controle
absoluto, como esperado, ndo houve inibicdo, em todos os ensaios. Observou-se

que a concentracdo final de quitosana com 0,2 mg.mL™) desenvolveu baixa
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atividade fungiostético contra B. cinerea, quando aplicada a quitosana com peso

molecular médio.

Tabela 3. Atividade inibitéria da quitosana (médio peso molecular) contra Botrytis

cinerea em diferentes tempos de crescimento do fungo (h) em meio de cultura BDA

(5 repeticoes).

Tratamento 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas 168 horas
mg ml-1 Inibic&o (%)
Q375 741"+ 016 813" +0,13 655" + 011 759" + 0,12 784" + 041 845" + 005 882"+ 044
Q225 741"+ 021 813" +0,23589%+ 047 722% + 071 752" + 024 822° + 002864° + 024
Q188 740”+ 024 813" +030552% + 035 702° + 024 734% + 024 80,9° + 0,03854° + 0,23
Q150 740"+ 050 813" +020 41,7+ 0,02 694° + 047 597° + 024 52,6° + 0,02 632°+ 035
Q1,13 740"+ 040 813" +0,30 331° + 0,01 66° + 0,12 51,3° + 035 50,7° + 0,04 52,9° + 0,24
Q0,75 740"+ 0,20 813" +040 96° + 0,35 54° + 0,12 429 + 024 433° + 0,06 465"+ 0,59
Q0,38 185%+ 000 17,9° +0,12 82% + 012 37,75 + 024 3737 + 012 322% + 001 40,77 + 0,08
Q019 156%+ 047 144° 247 49% + 035 265 + 1,18 82° =+ 0,12 102" + 0,02 138°+ 035
QCA 00°+ 071 0° +118 00" + 024 00° + 071 0" + 059 00° 007 0" + 003
QCR 07° + 012 26° +024 007 + 010 1,0° + 059 07" + 012 02° %012 0" + 012
CV (%) 1,20 1,86 6,29 2,20 2,79 1,56 1,01

(*) Nas colunas, as médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade

pelo teste de Tukey (p < 0,05%).

Os melhores resultados de atividade inibitéria foram obtidos com aplicacdo

de quitosana de médio peso molecular (88,2 %) e foi observada maxima capacidade

antifingica da quitosana na concentracéo 3,8 mg mL™.

Tabela 4. Atividade inibitéria da quitosana (alto peso molecular) contra Botrytis

cinerea em diferentes tempos de crescimento do fungo (h) em meio de cultura BDA

(5 repeticoes).
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Tratamento 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas 168 horas
mg ml-1 Inibic&o (%)
Q3,75 440"+ 0,10 655" +0,35 746" + 047 584" + 012 778" + 071 796" + 012 715"+ 024
Q225 440" + 040 587° +059 57,6° + 0,24 192" + 0,71 743° + 047 792" + 047 708" + 0,59
Q1,88 440" + 020 57,7° +047 545+ 0,71 702" + 024 734%® + 035 778" + 0,12 654° + 141
Q150 41,9+ 010 505° +141 422°+ 025 694" + 047 562° + 012 509° + 059 494° + 1,18
Q113 41,1+ 160 430° +024 3525 + 094 66,0° + 012 492° + 012 492° + 024 422° + 0,35
Q0,75 394"+ 035 286 +0,71 174" + 047 540° + 012 393% + 130 426° + 0,12 31,85+ 1,30
Q0,38 22,0+ 024 1477 +0,10 152°+ 0,00 37,7 + 024 342" + 000 297° + 1,65 103" + 157
Q019 133+ 010 87° +047 52" + 082 265° + 1,18 82° + 047 88F + 024 577 + 1,06
QCA 0,0%° + 024 00" +118 00 + 130 00° + 071 00" + 012 00" + 047 00° + 0,02
QCR 80" + 012 41" +012 48" + 236 10° + 059 08" + 003 05 =+ 001 03° + 047

CV (% 4,31 4,50 2,42 3,01 1,64 1,54 1,01

(*) Nas colunas, as medias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade

pelo teste de Tukey (p < 0,05%).

O méaximo efeito no crescimento do fungo patogénico (100% de atividade
inibitéria) ndo foi obtido, mas os resultados demonstraram que a quitosana de
camardo (Sigma) pode ser utilizada como alternativa contra o fungo patogénico
Botrytis cinerea causador da podriddo cinzenta nos frutos de uva, sendo o efeito
mais pronunciado quando aplicada a quitosana de médio peso molecular.

Resultados mostrando o efeito da quitosana com diferentes pesos
moleculares foram descritos por Chen et al. (2002) em relacdo a outras espécies de
fungos patogénicos que ocorrem em plantas econémicas. Por outro lado, Liu et al.
(2007) observaram que a aplicacdo de quitosana de baixo peso molecular mostrou
maior efeito na inibicdo do crescimento de Penicillium expansum e de Botrytis
cinerea, e também aumentou a atividade de peroxidase e polifenoloxidase.
Lauzardo et al. (2008) também constataram maior efeito inibitério quando aplicaram
guitosana de baixo peso molecular sobre Rhizopus stolonifer, com modificacdes nas
estruturas reprodutivas do fungo.

Coqueiro & Piero (2011) avaliando o efeito da quitosana (Sigma Aldrich) com
diferentes pesos moleculares, sobre o crescimento do fungo Alternaria solani,
demostraram efeito fungiostatico sobre o fungo na inibicdo no crescimento micelial e
na germinacdo dos conidios, sem diferenca significativa para os pesos moleculares,

guando a quitosana foi aplicada em concentracfes de 0,125 mg/mL e 0,5 mg/mL.
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CONCLUSOES

Os resultados mostram que a quitosana de camardo (Sigma) mostrou
satisfatoria caracterizacao analitica. O efeito do polissacarideo de camarao (Sigma)
com diferentes pesos moleculares apresentaram efeito fungiostatico, com respostas
diferentes da quitosana de acordo com o peso molecular para o fungo patogénico
Botrytis cinerea que promove a podriddo cinzenta nos frutos de uva, sendo obtidos
melhores resultados quando utilizada a quitosana de médio peso molecular.
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CAPITULO I
BIOPROTETOR COM BACTERIA DIAZOTROFICA E QUITOSANA FUNGICA NA
PRODUTIVIDADE DA UVA ISABEL E EM ATRIBUTOS DO SOLO COMPARADO
COM FERTILIZANTE MINERAL

Artigo enviado para a Revista “Acta Scientiarum Agronomy”
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RESUMO

A nutricAo da videira constitui um dos fatores dos mais importantes para o
desempenho produtivo, influenciado diretamente pelo suprimento de nutrientes,
especialmente NPK. O bioprotetor (P) foi produzido a partir de biofertilizante de
rochas em mistura com mais matéria organica inoculada com bactéria diazotréfica
de vida livre e com Cunninghamella elegans que possui quitosana, biopolimero que
atua fornecendo nutrientes e protege a planta contra fitopatégenos, podendo ser
uma alternativa para substituicdo aos insumos convencionais. O trabalho objetivou
avaliar o efeito de bioprotetor (P) e fertilizante mineral soltvel (F) na produtividade
da uva americana (Vitis labrusca cv. Isabel) em experimento de campo realizado no
periodo de fevereiro 2009 a abril 2012, em area experimental cedida pela Vinicola
Botticelli, no municipio de Santa Maria da Boa Vista, Vale do S&o Francisco,
Pernambuco, Brasil. Foi usado o arranjo fatorial (7x2), com sete tratamentos de
fertilizagéo, aplicados em duas profundidades, no delineamento experimental em
parcelas subdivididas com 4 repeti¢cdes. Os tratamentos foram: duas fontes (P) e (F)
em trés doses, mais o controle com composto de uva, aplicados em duas
profundidades (0-20 e 20-40 cm). Os resultados mostraram que o bioprotetor
mantém o pH em valores adequados para o desenvolvimento e producdo da uva e
fornece maior quantidade de nutrientes para o solo, podendo ser alternativa em

substituicdo a fertilizantes convencionais soluveis.

Palavras chave: Cunninghamella elegans; Vitis labrusca; Biofertilizante de rochas;

fertilizacdo do solo; Nutricdo mineral; Produtividade da uva.



55

Effect of bioprotector with diazotrophic free-living and fungi chitosan on yield

and soil attributes compared with mineral soluble fertilizer

ABSTRACT

The adequate nutritional status of grape is an essential and important tool for the
success of plant growth and productivity during the complete cycle, and this factor is
directly influenced by the nutrients supplied by fertilization, especially NPK. The
tested bioprotector (PB) was produced from PK rocks plus organic matter inoculated
with free living diazotrophic bacteria and Cunninghamella elegans that have chitosan
in their cell walls, and the biopolymer may act providing nutrients and protecting the
plants against phythopatogenic microorganisms, which may be alternative for
conventional incomes. The study aim to evaluate the effectiveness of the bioprotector
(PB) and the mineral soluble fertilizer (F) on yield of American grape (Vitis labrusca
cv. Isabel) in a field experiment carried out in the period February 2009 to may 2012,
in Botticelli fine winery industry located in the district of Santa Maria da Boa Vista, in
the San Francisco Valley, Pernambuco, Brazil. The experiment followed the factorial
scheme (7x2), using seven fertilization treatments with two sources (NPKP and
NPKEF in three rates, and a control with grape compound, applied in two depths (0-20
and 20-40 cm), with four replicates. The results showed that the bioprotector
maintain adequate soil pH for growth and grape yield and provide higher amount of
nutrients in the soil, and may be alternative to replacement of conventional soluble

fertilizers.

Keywords: Cunninghamella elegans; Vitis labrusca; Mineral nutrition; Rock

biofertilizers; Soil fertilization; Yield of grape.

INTRODUCAO

A Vviticultura € uma atividade sustentavel cultivada e comercializada por
pequeno, médio e grande proprietario no cenario Brasileiro destacando-se no
mercado interno regional e nacional. No cenario Nacional houve uma elevacao

significativa, na ordem de 12,9% da producao Brasileira, com destaque para o
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Estado de Pernambuco, com cerca de 209.000 toneladas, representando 14,26 %
da producao Nacional (IBGE, 2011).

A cultura da uva (Vitis labrusca, cv. Isabel) é de grande importancia soécio-
econbmica para 0 municipio de Santa Maria da Boa Vista Pernambuco, Brasil, na
regiao do Vale do S&o Francisco. A uva “cv. Isabel” é também conhecida como: uva
Nacional, uva Americana e uva Manga que pode ser consumida “in natura” ou nas
formas processadas como: sucos, vinagre e vinho (RIZZON et al., 2000). A uva
Isabel apresenta elevado potencial de acumulo de acucares na baga, podendo
atingir indice com variacdes que podem chegar de 15° a 19° Brix (CAMARGO et al.,
2010).

A regido do Submédio S&o Francisco apresenta, em relacdo as demais areas
produtoras de uva do pais, a importante vantagem de possibilitar a obtencéo de até
dois ciclos sucessivos de producdo, uma no primeiro e outra no segundo semestre.
A cultura da uva Vitis labrusca de origem americana, mostra destaque para a cultivar
“Isabel” como uva para a elaboragado de vinho e suco na regido do Sao Francisco,
com importancia social na geragao de emprego (MOURA et al., 2009 ; AUGUSTINI,
2011).

Além de varios fatores ambientais, a intervencéo da fertilizacdo promove efeito
direto na produtividade da uva. A cultura de acordo com a fertilidade do solo atinge
indice de produtividade média de 15 t ha™, podendo alcancar até 25 t ha™, com
adubacao equilibrada, de acordo com IPA (2008).

De acordo com ALBUQUERQUE et al. (2005) o cultivo da uva depende do
fornecimento de nutrientes, e os atributos fisico, quimico e bioldégico do solo séo
fatores favoraveis e necessarios para o aumento da qualidade e da produtividade.

O Nitrogénio, um dos nutrientes que mais limita a producdo da videira, €
absorvido por fluxo de massa na forma de NH;" e NOs; O fésforo é adsorvido
principalmente por difusao, na forma de anion ortofosfato H,PO™ (MALAVOLTA et al.,
2002). De acordo com Cross & Schlesinger (1995) O P é absorvido como ions
ortofosfato e depende das propriedades fisico-quimicas e mineralégicas do solo,
sendo que em solos jovens predominam P fracamente adsorvido aos coloides, e em
solos intemperizados formas inorganicas ligadas fortemente aos minerais, o que
dificulta a absorgéo pela planta. O potassio € absorvido no solo na forma de ions K,
e aplicado em excesso pode promover competicdo com Ca e Mg trocavel, reduzindo

a absorcéo, sendo este fato mais evidenciado em solos com baixa capacidade de
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troca cationica (Dal b6, 1992). E comum a ocorréncia de sintomas de deficiéncia de
Ca e Mg em solos com reacao acida (Pearson & Goheen, 1988).

Considerando a necessidade de maiores informagcbes sobre o
comportamento dos nutrientes no solo para a cultura da Uva (cv Isabel), o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes fertilizagdes utilizando
bioprotetor (P) e fertilizante mineral solivel (F) na produtividade da uva e em
atributos quimicos do solo, com aplicacao em diferentes doses e profundidades (0-
20 e 20-40).

MATERIAIS E METODOS

Producéo do Bioprotetor

O biofertilizante de rocha foi produzido com rocha fosfatada (apatita de Irecé - Bahia,
com 24 % de P,0Os total) e com rocha potassica (biotita xisto de Santa Luzia -
Paraiba com 10 % de KO total), conforme descrito em Stamford et al., 2007. Na
producdo do biofertilizante foi adicionado enxofre elementar na proporcao
equivalente a 100 kg de S™ por 1000 kg de rocha, sendo o enxofre inoculado com a
bactéria oxidante do enxofre Acidithiobacillus thiooxidans.

Com a finalidade de obter um biofertilizante misto rico em N, P e K, o
biofertilizante de rochas com P e K foi inoculado com a bactéria diazotréfica de vida
livre NFB 10001, isolada por Lima et al. (2010) , proveniente de solo de Séao
Lourenco, Pernambuco e mantida na colecdo do Nucleo de Fixacéo Biolégica do N2
nos Trépicos (NFBNT — UFRPE) em tubos de ensaio com meio LG em 6leo mineral
a temperatura ambiente (£ 28°C). Para a preparacao do inoculo, a diazotréfica foi
transferida para placas de Petri contendo meio de cultura solido LG, de acordo com
a metodologia descrita por Ddbereiner et al.(1995).

A inoculagdo foi realizada com adicéo de 10 L do inoculo para cada m® de
substrato. Apés a inoculacdo e homogeneizacéao, foi feita incubacéo por 30 dias, a
temperatura ambiente (£ 33°C), sendo realizado o controle da umidade para nivel
préximo a capacidade de campo, através da adicéo diaria de agua. Foi adicionado e
incorporado melaco como fonte de carbono em uma relagcdo média de 25 L de

melaco para cada m® de vermicomposto de minhoca.
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O nitrogénio total foi quantificado pelo método de Kjeldahl (semimicro), em
analisador automatico Kjeltec (modelo 1030); o P e o K disponivel foram extraidos
por Mehlich- 1 e a leitura efetuada por colorimetria em espectrofotdmetro digital
Spectronic Genesys- 2 no comprimento de onda de 660 nm, e em fotbmetro de
chama, respectivamente; e a leitura do pH em agua relacdo de 1:2,5 foi realizado
por potenciometria (Potenciometro digital Quimis Mod. 400 A) de acordo com a
metodologia da Embrapa (2009).

Para a producdo de biomassa do fungo Cunninghamela elegans (UCP 542) foi
usado meio de cultura liquido a base de BD (Batata — Dextrose), autoclavado por 15
minutos, a 120 °C. O pH foi ajustado para 5,6 por potenciometria (Potencidmetro
digital Marconi).

Posteriormente foi realizada a repicagem do fungo Cunninghamella elegans
(UCP 542) e ap6s um periodo de crescimento do fungo C. elegans (4-5 dias) com
suspensdo espérica através da padronizacdo do pré inéculo: 10° esporos mL™,
utilizando Camara de Neubauer.

Colocou-se agitador horizontal, por 96 horas, com rotagdo de 150 rpm a uma
temperatura de 26 -28°C. A biomassa fresca de C. elegans, com tempo 96 h, foi
adicionada ao biofertilizante P, usando 12 litros da cultura diluido na proporcédo de 1
L por 10 L de &agua destilada, aplicando-se com pulverizador costal, em cada
canteiro, na Horta Experimental da Universidade Federal Rural de Pernambuco —
UFRPE. Apo6s incubacao por 3 semanas, o material foi coletado, seco, peneirado e
ensacado para uso em experimentacao.

O composto de uva utilizando no tratamento controle apresentou a seguinte
composicao: pH 7,05; carbono organico (%) 25,01; nitrogénio total (%) 1,25; relacéo
C/N 20,01 e umidade (%) 4,05; fésforo (%) 0,5; Calcio (%) 0,18; Magnésio (%) 0,15

Experimento em campo

O experimento foi desenvolvido em campo em area experimental da Fazenda
Milano, pertencente ao Grupo da Vinicola Botticelli, no municipio de Santa Maria da
Boa Vista, Pernambuco, regido do Sub médio do S&o Francisco. A area apresenta
relevo plano, com uma vegetacdo de caatinga Pernambucana, com latitude de 09°
02’ S, longitude de 39°57’ W, altitude em torno de 300 m, com temperatura média de

26°C, com indicadores climaticos médios oscilando entre 350 a 550mm e clima do
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tipo BSwh (climaticamente &rido), de acordo com classificacdo de Koéepen. O
experimento foi iniciado em 19 de fevereiro de 2009 e concluido no dia 09 de maio
de 2012, com a cultura da uva (Vitis labrusca cv. Isabel), com porta-enxerto IAC 313
(Tropical). As videiras foram cultivadas no sistema de latada, utilizando irrigagdo por
gotejamento. Foram realizadas duas colheitas, sendo a primeira de 10 a 12 de
dezembro de 2011 e a segunda de 09 a 11 de maio de 2012.

Caracterizacao fisica e quimica do solo

Foi selecionada uma area plana, com boas condicdes fisicas e de drenagem
interna para instalagdo do experimento de campo, e em solo classificado como
Podzdélico Amarelo, textura Areia franca (Embrapa, 2006), tendo baixa fertilidade
natural, com baixos teores de P e K disponivel (Tabela 1).

As amostras de solo foram coletadas nas profundidades de 0-20 cm e 20-
40cm, separadamente, em 15 locais da area experimental, formando uma amostra
composta representativa. A coleta do solo para analise seguiu a metodologia de
Santos et al (2005). As amostras foram secas ao ar, destorroadas, peneiradas em
malha de 2 mm para uniformizacéo granulométrica.

O Experimento foi realizado no sistema conhecido na area por “latada” com uso
de postes internos e externos, usando espacamento entre as fileiras de 3,0 m e
entre as plantas de 2,5 m. O espacamento entre linhas de 3,0 m foi determinado
pela empresa Botticelli, visando facilitar as operacdes mecanizadas, perfazendo uma
populacéo total de 1333 plantas ha™ (area experimental total 0,89 ha).

Inicialmente foi realizada a limpeza do terreno com destoca, seguida de capina
manual, visando facilitar a aplicacdo dos tratamentos e dos tratos culturais da videira
evitando a permanéncia de restos vegetais, que podem ser promover contaminacao
de doencas. Foram efetuadas as operacdes basicas normalmente recomendadas no
preparo do solo como: aracdo, gradagem, marcacao do delineamento experimental.
Foi introduzido o manejo voltado para a formacdo da planta, incluindo: podas de
formacédo, poda mista de producdo, desbrota, desponte, desfolha, eliminacdo das
gavinhas, amarracao dos ramos, conforme Souza Ledo & Soares (2009).

Posteriormente foram realizadas as andlises fisicas no Laboratorio de Fisica do
Solo da UFRPE seguindo a metodologia da EMBRAPA (2009). E as andlises dos

atributos quimicos, em seis repeticbes, com as determinacdes especificadas a
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seguir: reacdo do solo (pH em H,O 1,0: 2,5); P disponivel (mg dm™), utilizando o
extrator Mehlich-1 e o K disponivel (cmol. dm™) utilizando o extrator Mehlich-1, por
método colorimétrico e fotometria de chama, respectivamente. As amostras do solo
foram coletadas da area do experimento (Fazenda Milano), de acordo com a
Embrapa (2009). A caracteristicas fisica e quimica foi realizada em duas
profundidades ao longo do perfil de 0 - 20 e 20 - 40cm, e forneceu o0s seguintes

resultados (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo quimica e fisica do solo em duas profundidades

Profundidade

Determinagdes 0-20cm 20 — 40cm

Atributos quimicos

pH em agua (1:2,5) 6,6 6,9
Calcio (mmol/dm?®) 26,0 25,6
Magnésio (mmol/dm?) 32,0 22,9
Potassio (mg dm™) 42,0 120,0
Fésforo (mg dm™) 16,0 18,0
Nitrogénio Total (g kg™) 0,42 0,21
Atributos fisicos

Areia (g kg™) 793 730
Silte (g kg™) 77 103
Argila (g kg™) 130 157
ClassificacdoTextural Areia franca Franco arenoso

@ Teores médios de seis amostras compostas, cujas determinagdes foram realizadas conforme a Embrapa (2009).

As doses para fertilizante mineral solavel (F) foram calculadas com base na
recomendacdo para a cultura da videira (cv. Isabel), para o estado de Pernambuco
(IPA, 2008) com base na tabela 2.
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Tabela 2. Adubacéo da uva (Vitis labrusca), para o Estado de Pernambuco

Teor no solo Implantacéo Ciclo de producéo
Plantio  Crescimento 1° 20 30 4° 5o
---------------------------------------- (g9 planta-1) -
Nitrogénio s N oo e
- 20 15 15 15 15 15
(mg dm de P) P20s
<11 80 - 40 40 40 40 40
11a20 60 - 30 30 30 30 30
> 20 40 - 20 20 20 20 20
(cmol. dm™ de K) K.O
<0,16 80 30 30 30 30 30
0,12a 0,23 60 - 20 20 20 20 20
> 0,23 40 - 15 15 15 15 15

Fonte: adaptado do IPA (2008)

Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em um arranjo fatorial (7x2), no delineamento
em parcelas subdivididas, que consistiu de sete tratamentos de fertilizacdo, usando
duas fontes (Fertilizante mineral soltvel — (F) e bioprotetor — (P) em trés doses, mais
o controle (com composto de uva), sendo nas sub parcelas colocados os
tratamentos com aplicacdo em duas profundidades (0-20 e 20-40 cm), com quatro

repeticoes.

Produtividade da uva Vitis labrusca (cv. Isabel) e analises quimicas do solo

Para estimar a produtividade da uva foram colhidos todos os frutos de dez
plantas das fileiras centrais (area util), em processamento ao acaso, para cada sub
parcela, com a colheita realizada em cada bloco, com a finalidade de evitar
problemas na coleta.

As amostras compostas, para cada profundidade (0-20 e 20-40 cm) foram
coletadas a 20-30 cm de distancia da planta, sendo bem misturadas e
homogenizadas. As andlises quimicas seguiram a metodologia da Embrapa (2009),
sendo determinados: pH, N total, P e K disponiveis (Mehlich-1), Ca e Mg trocaveis e

S-S0,472 solvel.



62

Analise estatistica

Os resultantes obtidos nas andlises laboratoriais foram submetidos a analise de
variancia pelo programa estatistico SAS versdo 9.2 (SAS Institute, 2011),
empregando a ANOVA, e a comparacao de médias foi realizada pelo teste de
Tukey (p< 0,05).

RESULTADOS

Produtividade da uva (cv. Isabel)

Os resultados da produtividade da uva (Vitis labrusca cv. Isabel) submetida aos
tratamentos de fertilizacéo (bioprotetor - P, fertilizante mineral soltvel - F e o controle
com aplicacdo composto de uva) sdo apresentados na Figura 1. O biofertilizante de
rochas mais matéria organica (humus de minhoca) enriqguecida em N pela
inoculacdo com bactéria diazotrofica (NPKB) e com quitosana fungica pela adicao de
C. elegans (P) mostrou resposta significativa e similar ao fertilizante mineral soltvel
(F) com aumento na produtividade da uva.

A aplicacao de fertilizante mineral soluvel (F) na dose mais elevada (150 % DR)
mostrou alta produtividade seguida pelo (P) também nas doses mais elevadas (150
e 200%). O tratamento controle (composto de uva com adicdo de 24L.planta™)

apresentou a mais baixa produtividade.
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Figura 1. Produtividade da uva Vitis labrusca (cv. Isabel) cultivada no Vale do Séo
Francisco, Pernambuco, em funcdo dos tratamentos de fertilizacdo (P), (F) e o
controle (composto de uva).

(*) Médias com letras minUsculas compara os diferentes fertilizantes para uma mesma profundidade de aplicagdo, enquanto as

letras mailsculas comparam as duas profundidades de aplicagdo do mesmo fertilizante.

Os resultados obtidos estdo de acordo com Stamford et al. (2008) avaliando a
eficiéncia de biofertilizantes de rochas na cana de acglcar, comparando com o
fertilizante mineral soltvel (F). Stamford et al. (2011) em experimento de campo com
fertilizante de rochas e matéria organica (humus de minhoca) na uva (cv. Italia), no
Vale do Sao Francisco, Lima et al. (2007) em alface no cariri cearense, Moura et al.
(2007) com meléo, e Stamford et al. (2006) com cana de acgucar, em Espodossolo de

Pernambuco, encontraram resultados similares ao obtidos no presente trabalho.

pH do solo

Os dados obtidos para pH do solo estdo apresentados na figura 2. Os
resultados revelam o efeito da fertilizacdo com diferentes fontes e doses de
aplicacdes de fertilizantes em comparacdo ao tratamento controle (composto de
uva). De uma forma geral, verificou-se que nao houve efeito significativo no pH do

solo com aplicacdo dos diferentes fertilizantes nas diferentes profundidades. Foi
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observado efeito no pH do solo apenas quando aplicado o tratamento controle com
composto de uva, que promoveu elevacao no pH do solo, quando comparado com
0s demais tratamentos de fertilizag&o.

8 1 m0a20 =20ad40
7 bcA aA
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6 g 3PA beA | CAbA abC%A bcA, \  bcA x
o5 T
Q
/)]
o 4 -
=]
I 3 -
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Figura 2. pH do solo apés colheita da uva (cv Isabel) sob fertilizacdo com
biofertilizante (B) e fertilizante mineral soltvel (F) nas profundidades de 0-20 e 20-
40 cm.

(*) Médias com letras minUsculas compara os diferentes fertilizantes para uma mesma profundidade de aplicagdo, enquanto as

letras mailsculas comparam as duas profundidades de aplicagédo do mesmo fertilizante.

A reducéo no pH pelos biofertilizantes, embora nédo significativa, deve ter sido
decorrente da atuacdo efetiva do Acidithiobacillus na oxidacdo do enxofre, com
producéo de acido sulfarico, promovendo acidez na reacdo do solo, controlada na
producédo do (P) pela adicdo de matéria organica. Com relacdo ao efeito da reducéo
pelo fertilizante sollivel a diminuicdo do pH foi provavelmente promovida pela

atuacao do sulfato de aménio, que também provoca reducao do pH do solo.

N total e sulfato (S-SO42) soltvel no solo

Os resultados obtidos para N total e sulfato (S-SO4?) solGvel no solo, nas
profundidades de 0-20 e 20-40 cm, encontram-se na Figura 3. Verifica-se que para

N total no solo, de uma maneira geral, a aplicacdo na profundidade de 0-20 cm,
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evidencia o efeito significativo do biofertilizante, comparado com o fertilizante mineral

solivel e com o controle (composto de uva). Os melhores resultados de N total

foram com aplicag&o do biofertilizante na dose mais elevada, na profundidade de O-

20 cm.
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Figura 3. N total (A) e sulfato (S-SO4?) soltvel (B) no solo, em amostras coletadas

apos as duas colheitas, em funcdo dos tratamentos de fertilizacdo (biofertilizante,

fertilizante sollvel

e controle com composto de uva) aplicados em duas

profundidades (0-20 e 20-40 cm).

(*) Médias com letras minUsculas compara os diferentes fertilizantes para uma mesma profundidade de aplicagéo, enquanto

as letras mailsculas comparam as duas profundidades de aplicagdo do mesmo fertilizante
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P e K disponivel no solo

Os resultados de P disponivel (A) e K disponivel (B) no solo, em funcao dos
tratamentos de fertilizacdo, com aplicacdo em duas profundidades (0-20 e 20-40 cm)

encontram-se na Figura 4.
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Figura 4. P disponivel (A) e K disponivel (B) no solo, em amostras coletadas antes
da 22 colheita (abril de 2012), em funcéo dos tratamentos de fertilizacdo (P) e (F) e o

controle com composto de uva aplicado em duas profundidades (0-20 e 20-40 cm).

(*) Médias com letras mindsculas compara os diferentes fertilizantes para uma mesma profundidade de aplicagéo,

enquanto as letras mailsculas comparam as duas profundidades de aplicagdo do mesmo fertilizante.
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Para P disponivel no solo, de uma forma geral, observou-se efeito positivo da
fertilizagdo, com melhores resultados para o biofertilizante na dose mais elevada, e

para o K disponivel o fertilizante mineral solUvel apresentou valores mais elevados.

Ca e Mg trocaveis

Os resultados de Ca trocavel (A) e Mg trocavel (B) no solo, em funcdo dos
tratamentos de fertilizacdo, com aplicacdo em duas profundidades (0-20 e 20-40 cm)
encontram-se na Figura 5.

De uma maneira geral, para Ca trocavel no solo, observou-se efeito da
aplicacdo dos fertilizantes (biofertilizantes e fertilizante convencional), em
comparacdo com o controle (composto de uva), com valores mais elevados com
biofertilizante aplicado nas doses mais elevadas, seguido do fertilizante
convencional na dose mais elevada. Houve efeito significativo da aplicacdo do
biofertilizante e da mistura de fertilizantes minerais nas duas profundidades, sendo
obtidos valores mais elevados com aplicacdo na profundidade de 0-20cm. Os
melhores resultados foram observados com aplicacdo de biofertilizante nas doses
mais elevadas (B 1,5 e B 2,0) na profundidade de 0-20 cm.

Com relacdo ao Mg trocavel no solo também observou-se efeito significativo
da fertilizacdo com biofertilizante e fertilizante mineral solGvel, em compara¢cdo com
o controle (composto de uva). De uma maneira geral os melhores resultados foram
obtidos com aplicacdo na profundidade de 0-20 cm. Os melhores resultados foram
obtidos com aplicacdo de biofertilizante nas doses mais elevadas (B1,5 e B2,0) na
profundidade de 0-20cm, seguido do fertilizante convencional na dose mais elevada
(B2) na profundidade de 0-20cm.
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Figura 5. Ca trocavel (A) e Mg trocavel (B) do solo, antes da 22 colheita (abril de

2012), em funcdo dos tratamentos de fertilizacdo (biofertilizante,

fertilizante

convencional e controle com composto de uva) aplicados em duas profundidades (O-

20 e 20-40 cm).

(*) Médias com letras minGsculas compara os diferentes fertilizantes para uma mesma profundidade de aplicagdo, enquanto as

letras mailsculas comparam as duas profundidades de aplicagédo do mesmo fertilizante.
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DISCUSSAO

Produtividade da uva

Resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho foram encontrados
por Lima et al. (2007) avaliando o efeito residual do Biofertilizante de rocha (BP) e
(BK) em alface na regido do Cariri. Os autores ressaltaram que no 1° ciclo da cultura
foram obtidos melhores produtividades com a mistura de fertilizante comercial com
aplicacdo de superfosfato simples (SFS) e cloreto de potassio e com o Biofertilizante
de rocha fosfatada (RP) e rocha com potassio (RK), na dose mais elevada (o dobro
da recomendag&o). No 2° ciclo, avaliando o efeito residual, os melhores resultados
foram obtidos com a mistura de Biofertilizantes de rocha (BP+BK), mostrando o
eficiente poder residual do Biofertilizante de rochas com fésforo e com potassio,
produzidos com a bactéria Acidithiobacillus.

Duenhas (2004) avaliando varios adubos organicos em meloeiro verificou maior
produtividade utilizando o biofertilizante Agrobom, com as maiores doses de
substancias humicas (via fertirrigacdo) e adicdo de esterco. Resultados semelhantes
foram obtidos por Moura et al. (2007), trabalhando com Biofertilizante de rocha
fosfatada e de rocha potassica, em comparacdo com fertilizantes convencionais, na
avaliacdo comercial do meloeiro no Vale do Sdo Francisco. Pinto et al. (2008)
trabalhando com o Biofertilizante organico (Agrobom) também observaram

resultados positivos, quando feita aplicacdo da substancia humica.

pH do solo

Stamford et al. (2011) em pesquisa com aplicacéo de fertilizante de rochas mais
material organico em uva (cv. Italia) observaram efeito ndo significativo no pH do
solo, enquanto Silva et al. (2011), em dois solos do estado do Rio Grande do Norte
avaliaram o desenvolvimento do meldo usando trés fontes de P (superfosfato triplo,
biofertilizante de rocha fosfatica e a mistura dos dois materiais) e observaram
pequena elevacdo no pH do solo com aplicacdo de biofertilizante de rocha em um
Latossolo Vermelho Amarelo. Lima et al. (2007) verificaram que o biofertilizante de

rochas com P e K mais enxofre inoculado com Acidithiobacillus misturado com
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himus de minhoca com pH 7,9, em dois cultivos com alface ndo promoveram
modificacao no pH do solo.

Oliveira et al. (2010), avaliaram o efeito de residuos agricolas em atributos do
solo e observaram uma reducgao linear no pH do solo, variando de 6,5 a 5,0.
Stamford et al. (2004, 2006, 2009) e Moura et al. (2007), mostraram efeito de
biofertilizante de rochas com P e K mais enxofre inoculado com Acidithiobacillus,
sem adicdo de matéria organica, na reducdo do pH do solo. Os autores atribuiram
gue o efeito na acidez do solo provavelmente é promovido pelo acido sulfarico
produzido na reagdo microbiana pela bactéria oxidante do enxofre. Contudo, é
importante observar que nestes trabalhos ndo houve aplicacdo de matéria organica,
como foi feito no presente trabalho.

N Total e S-SO,? soltvel no solo apds cultivo da uva

Os melhores resultados foram obtidos com aplicacdo de (P+ C. elegans). O
bioprotetor aplicado em niveis mais elevados incrementou o teor de N total em nivel
superior a 50%, comparado com o tratamento controle. Provavelmente mais N total
foi liberado pelo sulfato de ambnio, e pelo (P), devido a incorporacdo de N pela
bactéria diazotrofica e mineralizagéo pelos microrganismos do solo. O N solubilizado
deve ter sido usado para crescimento das plantas, embora uma boa parte do mesmo
tenha permanecido no solo. O N do fertilizante solGvel pode ter sido mais facilmente
percolado por precipitacdes elevadas como ocorrem na regido, e por este motivo
tenha apresentado menores valores de N total. No tratamento com (P) com adicéo
de quitosana fungica, ocorre aumento no N total de acordo com resultados obtidos
por Stamford et al. (2009), avaliando a eficiéncia de biofertilizante de rocha com (BK)
misturado com himus de minhoca, comparado com fertilizante mineral solivel. Os
autores descrevem os efeitos positivos e consideram que provavelmente o aumento
foi devido a fixacdo do N pela bactéria diazotréfica de vida livre, também de acordo
com o incremento observado por Lima et al. (2010).

Pode ser evidenciado o efeito do bioprotetor, principalmente aplicado na dose
mais elevada, no enxofre solavel no solo, provavelmente devido a producéo de &cido
sulfarico que disponibiliza mais SO, solGvel no solo. Na mistura de fertilizante
mineral soltuvel (F) foram utilizados fertilizantes simples a base de sulfato,

constituindo fonte de enxofre solUvel no solo. O aumento de sulfato soluvel é
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importante porque as plantas podem utilizar o nutriente em cultivos consecutivos, e
realmente é observado poder residual do biofertilizante, como comprovado em
trabalhos anteriores (Lima et al. 2007). E interessante observar que sempre ocorreu
maior disponibilidade de nutrientes nas amostras coletadas na profundidade de 0-20

cm.

P e K disponivel no solo apés cultivo da uva

Os efeitos promovidos pelo biofertilizantes de rochas também devem ocorrer
tendo em vista que a acidez promovida pela bactéria Acidithiobacillus incrementa o
P e o K no solo como relatado por Stamford et al. (2006; 2007; 2008) e também
porque a quitosana deve aumentar os teores de N, P e K como descrito por Kowalski
et al., (2006) e Goy et al. (2009).

Pode ser observado o efeito positivo e significante do bioprotetor no P disponivel
no solo apds a colheita da uva. Também pode ser observado efeito no solo quando
aplicado o fertilizante mineral sollivel, em comparacdo com o tratamento controle.
Os resultados também mostram o efeito da bactéria oxidante do enxofre
Acidithiobacillus na solubilizacdo de minerais contidos na rocha fosfatada e
potassica, 0 que esta de acordo com Stamford et al. (2006, 2007, 2011) em varios
solos e em diferentes culturas (cana de agucar, jacatupé e uva).

O efeito do aumento no P disponivel pode ser explicado pela solubilizacéo
promovida por outras bactérias do solo além de Acidithiobacillus, e alguns fungos
gue também promovem atividade de enzimas como fosfatases que solubilizam P no
solo, inclusive Cunninghamella elegans que produz polifosfato inorganico (Franco et
al., 2005, 2011) e aumenta a solubilizacdo de P e outros nutrientes.

Oliveira et al. (2010) com aplicacdo de residuos organicos em nivel 10 t ha™
obtiveram resultados similares na disponibilidade de P no solo. Os autores relatam
gue o efeito ocorre porque a material organico pode aumentar a solubilizacdo e
também resulta em maior disponibilidade de fosfato no solo.

Silva et al. (2011) aplicando diferentes fontes de P em melao verificaram o efeito
positivo de biofertilizante de rocha fosfatada no aumento dos valores de P disponivel
no solo. Em Argissolo da regido semiarida no Vale do S&o Francisco, Stamford et al.
(2009) também observaram efeito significativo de biofertilizante de rochas com P e K

em mistura com hiumus de minhoca na cultura do meldo comparado com fertilizante
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mineral soltvel. Lima et al. (2007) avaliaram a eficacia de biofertilizante de rochas
com P e K mais enxofre inoculado com Acidithiobacillus com adicdo de humus de
minhoca, e os autores descrevem que houve maior efeito residual na alface
cultivada em Latossolo Vermelho Amarelo da regido do Cariri cearense, em dois
cultivos consecutivos.

O bioprotetor promoveu sensivel aumento no K disponivel no solo, sendo
levemente inferior ao fertilizante mineral solGvel que apresenta no sulfato de
potassio maior disponibilidade do nutriente, principalmente quando aplicados em
niveis mais elevados. E interessante observar que ndo existem muitos trabalhos na
literatura especifica, mostrando os efeitos de biofertilizantes de rochas com K. Em
solos da regido Umida de tabuleiros costeiros de Pernambuco, Stamford et al. (2006)
mostraram efeito altamente significativo da aplicacdo de biofertilizante de rochas
com P e K na disponibilidade de K em solo cultivado com cana de acucar, e

resultados similares foram obtidos no presente trabalho.

Célcio e magnésio trocaveis no solo

Os niveis de Ca trocavel no solo foram significativos, especialmente quando
aplicado (P) em doses mais elevadas. Os resultados podem ser explicados pela
liberacdo de Ca contido na rocha fosfatada sob atuacao de acido sulfarico produzido
pela bactéria oxidante do enxofre Acidithiobacillus. O fertilizante mineral solavel (F) e
o tratamento controle mostraram menor nivel de Ca trocavel no solo, apos o cultivo
da uva. Entretanto vale observar que todos os tratamentos de fertilizacdo
apresentaram niveis mais elevados em comparac¢ao com os valores encontrados no
solo antes da realizacdo do experimento.

Resultados semelhantes foram encontrados por Stamford et al. (2006) com cana
de acucar em solo de tabuleiro costeiro da regido da Zona da Mata de Pernambuco,
com valores mais elevados pela aplicacéo de biofertilizante de rochas com P e K.

De forma similar pode ser observado efeito no Mg trocavel do solo, que também
mostraram niveis bem mais elevados quando comparado com os valores da analise
do solo antes da realizagdo do experimento. Os aumentos promovidos pela
aplicacao de (P) pode ser explicado pela liberacdo de Mg contido na rocha potassica

(biotita) utilizada na producédo do biofertilizante, cuja disponibilidade deve ter sido
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promovida pela atuacdo da bactéria oxidante do enxofre Acidithiobacillus que
produziu &cido sulftrico atuando no S elementar usado na producao do (P).
Resultados semelhantes também foram obtidos por Stamford et al. (2006), com
cana de acucar e por Oliveira (2010) e Stamford et al. (2009) com meldo no Vale do
Sao Francisco, e Stamford et al. (2011) com uva (cv. Itélia) na regido do Vale do Sao
Francisco, mostraram aumento no nivel de Mg no solo quando aplicaram

biofertilizante de rochas com P e K em mistura com hiimus de minhoca.

CONCLUSOES

Pode ser concluido que ocorre maior liberacdo de nutrientes na forma
disponivel devido a producéo de acido sulfurico pela bactéria Acidithiobacillus que
libera nutrientes das rochas, de forma mais lenta e gradual. A quitosana promove
maior liberacdo de nutrientes aumentando a atividade de enzimas do solo e pela
mineralizacdo da matéria organica. Portanto, o P mostra potencial para ser utilizado

como alternativa viavel em substituicéo a fertilizantes minerais soluveis.
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RESUMO

A nutricdo da videira constitui um dos fatores mais importantes para o desempenho
produtivo, influenciado diretamente pelo suprimento de nutrientes, especialmente
NPK. O bioprotetor (P) foi produzido a partir de biofertilizante de rochas em mistura
com mais matéria organica inoculada com bactéria diazotréfica de vida livre e com
Cunninghamella elegans que possui quitosana, biopolimero que atua fornecendo
nutrientes e protege a planta contra fitopatégenos, podendo ser uma alternativa para
substituicdo aos insumos convencionais. O trabalho objetivou avaliar o efeito de
bioprotetor (P) e fertilizante mineral soltvel (F) no estado nutricional da uva em
experimento de campo realizado no periodo de fevereiro 2009 a abril 2012, em area
experimental cedida pela Vinicola Botticelli, no municipio de Santa Maria da Boa
Vista, Vale do Sao Francisco, Pernambuco, Brasil. Foi usado o arranjo fatorial (7x2),
com sete tratamentos de fertilizacdo, aplicados em duas profundidades, no
delineamento experimental em parcelas subdivididas com 4 repeticdes. Os
tratamentos foram: duas fontes (P) e (F) em trés doses, mais 0 controle com
composto de uva, com aplicagdo em duas profundidades (0-20 e 20-40 cm). Os
resultados mostraram que o bioprodutor apresenta melhores teores de nutrientes
nas folhas da uva e, portanto, pode ser alternativa em substituicdo a fertilizantes

convencionais soliveis.

Palavras chave: Cunninghamella elegans; Vitis labrusca; Biofertilizante de rochas;

fertilizacdo do solo; Nutricdo mineral;
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Effect of bioprotector with diazotrophic free-living bacteria and fungi chitosan
on nutritional status of grape cv. Isabel

ABSTRACT

The adequate nutritional status of grape is an essential and important tool for the
success of plant growth and productivity during the complete cycle, and this factor is
directly influenced by the nutrients supplied by fertilization, especially NPK. The
tested bioprotector (PB) was produced from PK rocks plus organic matter inoculated
with free living diazotrophic bacteria and Cunninghamella elegans that have chitosan
in their cell walls, and the biopolymer may act providing nutrients and protecting the
plants against phythopatogenic microorganisms, which may be alternative for
conventional incomes. The study aim to evaluate the effectiveness of the bioprotector
(PB) and the mineral soluble fertilizer (F) on yield of American grape (Vitis labrusca
cv. Isabel) in a field experiment carried out in the period February 2009 to may 2012,
in Botticelli fine winery industry located in the district of Santa Maria da Boa Vista, in
the San Francisco Valley, Pernambuco, Brazil. The experiment followed the factorial
scheme (7x2), using seven fertilization treatments with two sources (PB) and (F) in
three rates, and a control with grape compound, applied in two depths (0-20 and 20-
40 cm), with four replicates. The results showed that the bioprotector maintain
adequate soil pH for grape growth and provide higher amount of nutrients in the sail,

and may be alternative to replacement of conventional soluble fertilizers.

Keywords: Cunninghamella elegans; Vitis labrusca; Mineral nutrition; Rock

biofertilizers; Soil fertilization

INTRODUCAO

A viticultura € uma atividade sustentavel cultivada e comercializada por
pequeno, médio e grande proprietario no cenario Brasileiro destacando-se no

mercado interno regional e nacional. Representa uma das frutas de maior impacto
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ao crescimento das exportacdes do pais, com produgdo concentrada principalmente
nas regides Nordeste e Sul (Agrostat/Mapa, 2012).

A cultura da uva (Vitis labrusca cv. Isabel) € de grande importancia sécio-
econbmica para 0 municipio de Santa Maria da Boa Vista Pernambuco, Brasil,
regido de fruticultura irrigada do Vale do Sao Francisco. A uva “cv. Isabel” € também
conhecida como: uva Nacional, Americana e manga. A cultivar pode ser consumida
“in natura” ou nas formas processadas como: sucos, farmacos, vinagre, e vinho
comum (RIZZON et al.,, 2000). No seu comportamento fisiol6gico a cv. Isabel
apresenta elevado potencial de acumulo de acucares na baga (Camargo et al.,
2010).

No cenério Nacional houve uma elevacéao significativa na producéo, da ordem
de 13 %, com destaque para o Estado de Pernambuco com a maior producao
Nacional, atingindo producdo em torno de 208.660 toneladas, representando mais
de 14 % da producgédo Nacional, com aumento de 24 % em relacdo a 2010 (IBGE,
2011).

A regido do Submeédio S&o Francisco apresenta, em relacdo as demais areas
produtoras de vinicultura do pais, a importante vantagem de possibilitar a obtencéo
de ciclos sucessivos de producdo, com até duas colheitas em qualquer época do
ano. A cultura da uva (Vitis labrusca), de origem americana, mostra destaque para a
cultivar “Isabel” como uva para a elaboragdo de vinho e suco na regido do Sao
Francisco, com importancia social na geracdo de emprego (Moura et al 2009;
Augustini, 2011).

Além de varios fatores ambientais, é importante a fertilizacdo, que promove
efeito direto na produtividade da uva. A cultura pode alcancar indice médio de
produtividade de 15 t ha™, podendo atingir, com adoc&o de técnicas modernas, até
25 t ha’ (Rizzon et al., 2000; Camargo & Maia, 2004; Camargo & Maia, 2010
Ritschel et al., 2010).

E conhecido que a uva possui uma elevada demanda por nutrientes,
especialmente NPK, constituindo este fator como crucial para obtencdo da maxima
produtividade das videiras, de acordo com Ledo & Soares (2000).

A produtividade € influenciada pela absor¢do de nutrientes e o N é um dos
macronutrientes que mais limita a producdo. Na videira o transporte da cadeia
produtiva inicia-se na absorcdo pelo sistema radicular nas formas minerais N

amoniacal ou N nitrico, sendo em seguida translocado para as folhas onde passa
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para o estado reduzido (amoniacal), e depois é translocado na forma orgénica tanto
no xilema como no floema (Miele et al., 2009).

O potéssio € o nutriente mais importante para a videira, pois interfere na
sintese proteina, na translocacao de aclcares, atua na maturacdo e tamanho dos
frutos, na manutencao do tugor das bagas e no enchimento dos cachos (Christensen
& Kearney, 2000).

O fosforo € um elemento imprescindivel nas fases de brotacdes da videira.
Participa ativamente no processo e na estrutura energéticas, tais como: ATP e ADP,
atua na lignificacdo dos tecidos, crescimento das raizes, maturacdo do fruto e
producdo de acucares (Donati,2002).

O calcio é absorvido pelas raizes na forma catidnica, e de acordo com Danner
et al. (2009), € o terceiro nutriente mais requisitado pela videira, principalmente na
fase inicial de producdo e maturacdo dos frutos, no crescimento das raizes e
alongamento dos tecidos meristematicos nos ramos.

Outro elemento de destaque € o Mg que é componente central da clorofila,
participa de fungcbes metabdlicas no processo fotossintético nas folhas, mantem a
integridade dos ribossomos, interage na absorcdo de fosforo e na elevacdo da
maturacao dos frutos (Creswell; Eschenbruch, 1981).

Considerando a necessidade de maiores informacdes nutricionais na cultura da
Uva (cv Isabel), o presente trabalho teve como objetivo avaliar o estado nutricional
da uva cv.lsabel submetida a diferentes fontes e doses do bioprotetor (P) e

fertilizantes minerais soluveis (F) aplicados em duas profudidades (0-20 e 20-40).

MATERIAL E METODOS

Area experimental e sistema de producdo em campo

O experimento foi conduzido em uma area experimental na Fazenda Milano,
pertencente ao Grupo Botticelli, no municipio de Santa Maria da Boa Vista,
Pernambuco, regido do Sub médio do Sdo Francisco, apresentando relevo plano,
com uma vegetacdo de caatinga, com latitude de 09° 02’ S, longitude de 39° 57’ W,
altitude em torno de 300 m e clima do tipo BSwh (climaticamente arido), de acordo
com classificacdo de Kbdepen. O experimento com a cultura da uva (Vitis labrusca

‘cv. Isabel’), foi utilizando com porta-enxerto IAC 313 (Tropical), iniciado as
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atividades em 19 de fevereiro de 2010, com a primeira colheita concluida em 12 de
dezembro de 2011 e a 22 colheita no dia 12 de maio de 2012.

Analise do solo

Foi selecionada uma area para instalacdo do experimento de campo,
classificado pelo Sistema Brasileiro de Classificagdo como um PODZOLICO
AMARELO de textura Areia franca de acordo com Embrapa (2006), com textura
Areia franca, baixa fertilidade natural com baixos teores de P e K disponivel e com
boas condicdes fisicas e de drenagem interna, localizado em area plana, contatado
na Tabela 1.

As amostras de solo foram coletadas nas profundidades de 0-20 cm e 20-
40cm, separadamente em 15 locais da area experimental, formando uma amostra
composta representativa, as analise seguiram a metodologia da Santos et al (2005).
As amostras foram secadas ao ar, destorroadas, peneiradas em malha de 2 mm
para uniformizac&o granulométrica.

O Experimento foi realizado no conhecido por “latada” com uso de postes
internos e externos, com espacamento entre as fileiras de 3,0 m e entre as plantas
de 2,5 m. O espacamento entre linhas de 3,0 m foi determinado pela empresa
Botticelli, visando facilitar as operacfes mecanizadas, perfazendo uma populacéo
total de 1333 plantas ha™ (area experimental total 0,89 ha).

Posteriormente foram realizadas as analises fisicas no Laboratorio de Fisica do
Solo da UFRPE seguindo a metodologia da EMBRAPA (2009). E as analises dos
atributos quimicos, em seis repeticdes, com as recomendacdes especificadas a
seguir: reacdo do solo (pH em H,O 1,0: 2,5); P disponivel (mg dm™), utilizando o
extrator Mehlich-1 e o K disponivel (cmol. dm™) utilizando o extrator Mehlich-1, por
método colorimétrico e fotometria de chama, respectivamente. As amostras do solo
foram coletadas da area do experimento (Fazenda Milano), de acordo com a
EMBRAPA (2009). A caracteristicas fisica e quimica foi realizada em duas
profundidades ao longo do perfil de 0 - 20 e 20 - 40cm, e forneceu os seguintes

resultados (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracterizacdo quimica e fisica do solo em duas profundidades

Profundidade

Determinagdes 0-20cm 20 —40cm

Atributos quimicos

pH em &gua (1:2,5) 6,6 6,9
Calcio (mmol/dm?®) 26,0 25,6
Magnésio (mmol/dm®) 32,0 22,9
Potassio (mg dm™) 42,0 120,0
Fésforo (mg dm™) 16,0 18,0
Nitrogénio Total (g kg™) 0,42 0,21
Atributos fisicos

Areia (g kg™) 793 730
Silte (g kg™) 77 103
Argila (g kg™) 130 157
ClassificagdoTextural Areia franca Franco arenoso

@ Teores médios de seis amostras compostas, cujas determinag@es foram realizadas conforme a Embrapa (2009).

Conducéo do experimento

Inicialmente foi realizada a limpeza do terreno com aplicacdo de rocada,
destoca, capina manual, visando facilitar a aplicacdo dos tratamentos e dos tratos
culturais da videira e evitar a permanéncia de restos vegetais que podem servir de
focos de contaminacdo de doencas de raizes. Foram efetivadas as operacfes
basicas normalmente recomendadas no preparo do solo como: aracao, gradagem,
marcacdo do delineamento experimental.

Foi introduzido o manejo voltado para a formacdo da planta produtiva, com:
podas de formacdo, poda mista de producdo, desbrota, desponte, desfolha,
eliminacdo das gavinhas, amarracdo dos ramos, conforme Souza Ledo & Soares
(2009). O Experimento foi conduzido no sistema latada, com uso de postes internos
e externos, com espacamento entre as fileiras de 3,0 m e entre as plantas de 2,5 m,
perfazendo uma populacéo total de 1333 plantas ha™ (area experimental total iqual a
0,89 ha).O espacamento de 3,0 m entre as fileiras foi determinado pela empresa

(Vinicola Botticelli), com a finalidade de facilitar as opera¢cdes mecanizadas.
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As doses para o fertilizante mineral solavel (F) foram calculadas com base na
recomendacdo para a cultura da videira (cv. Isabel) irrigada, para o estado de
Pernambuco (IPA, 2008). Os tratamentos foram aplicados nas doses de 100, 150 e
200% da recomendacgao. Na mistura (F) utilizou-se sulfato de amonio (20% de N),
superfosfato simples (20% de P,0s) e sulfato de potassio (50% de K,0). Os
fertilizantes com K e com N foram aplicados de acordo com a andlise quimica do
solo, obedecendo a recomendagédo do IPA (2008).

Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em um arranjo fatorial (7x2), no delineamento
em parcelas subdivididas, que consistiu de sete tratamentos de fertilizacdo, usando
duas fontes (Fertilizante mineral soluvel — (F) e Bioprotetor — (P) mais o controle
(composto de uva), com todos os tratamentos de fertilizacdo aplicados em trés
doses, e como sub tratamentos foram usadas duas profundidades (0-20 e 20-40
cm), com quatro repeticoes.

As fertilizacbes de coberturas foram aplicadas com base na recomendacao do
IPA (2008) para a cultura da videira cv. Isabel irigada, com doses equivalentes a
100, 150 e 200 % da recomendacéo.

Avaliacéo foliar e analise estatistica

Na colheita, realizada por sub parcela, foram analisados os nutrientes nas
folhas. Em 10 plantas marcadas com boa formacéo de copa. Para analise do estado
nutricional da videira foram utilizadas as folhas, separando-se em limbo e Peciolo. A
amostragem das folhas foi realizada, de acordo com a EMBRAPA (2009) na fase de
floracdo plena da uva.

Foram coletadas 20 folhas por tratamento, a folha oposta ao primeiro cacho,
a partir da base do ramo, separando-se, posteriormente, os limbos foliares dos
peciolos no momento da amostragem, os quais foram ligeiramente lavados. Depois
o material coletado foi acondicionado em sacos de papel com identificacdes de cada
amostra correspondente, enviadas para o Laboratorio de Biotecnologia Ambiental da

UFRPE para andlise foliar. As folhas foram submetidas a secagem em estufa de
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circulagcéo forcada em temperatura de 65°C, mantidas até atingirem peso constante,
logo, foram trituradas e de acordo com a metodologia descrita por Malavolta (1989).
O Nitrogénio Total foi realizado por digestdo sulfarica, pelo método de

Tedesco et al., (1995), e determinado conforme Malavolta et al. (1989), pelo método
de Kjeldhal (semimicro), usando o analisador automatico Kjeltec (modelo 1030). Os
demais nutrientes foram analisados por digestédo nitro perclérica e determinados de
acordo com a metodologia da Embrapa (2009).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo programa
estatistico SAS versdo 9.2 (SAS Institute, 2011), com comparacdo de médias
realizada pelo teste de Tukey (p< 0,05).

RESULTADOS

Absorcgéo de nutrientes no limbo e peciolo de folhas da uva (cv. Isabel)

Os resultados de N no limbo e peciolo das folhas da uva (cv.lsabel)
encontram-se na figura 1. O N total no limbo s6 mostrou diferenca significativa
guando comparados os diferentes tratamentos de fertilizacdo com o tratamento
controle (adubacdo com composto de uva), e também ndo houve efeito da

profundidade de aplicacdo dos adubos.

Com relacdo ao N total no peciolo houve efeito significativo da fertilizacéo,
apresentando valores mais elevados com aplicacédo do biofertilizante, especialmente
nas doses mais elevadas. Na concentracdo de N total no pecioloa néo foi observado

efeito significativo das profundidades de aplicacdo dos adubos.
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Figura 1. Concentracao de N total no limbo (A) e no peciolo (B) nas folhas da videira
(cv. Isabel) em funcao da fertilizacédo e da profundidade de aplicacdo dos fertilizantes
(0-20 e 20-40 cm).

(*) Médias com letras minGsculas compara os diferentes fertilizantes para uma mesma profundidade de aplicagcdo, enquanto as

letras mailsculas comparam as duas profundidades de aplicagdo do mesmo fertilizante.

Os resultados de P total no limbo e peciolo das folhas da uva (cv. Isabel)
encontram-se na figura 2. O P total no limbo mostrou diferenca significativa com
aplicacdo do biofertilizante nas doses utilizadas, comparados com 0s niveis de
fertilizante convencional e com o tratamento controle (adubacdo com composto de
uva). O fertilizante convencional e o controle ndo foram significativamente diferentes
nem apresentaram efeito da profundidade de aplicacdo dos adubos. O P total no
peciolo ndo mostrou efeito significativo da fertilizagdo, mesmo comparando com o

controle (aplicacdo de composto de uva).
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Figura 2. Concentracédo de P total no limbo (A) e no peciolo (B) nas folhas da videira
(cv. Isabel) em funcao da fertilizacéo e da profundidade de aplicacao dos fertilizantes
(0-20 e 20-40 cm).

(*) Médias com letras minUsculas compara os diferentes fertilizantes para uma mesma profundidade de aplicagdo, enquanto as

letras mailsculas comparam as duas profundidades de aplicagédo do mesmo fertilizante.

Os resultados de K total no limbo e peciolo das folhas da uva (cv. Isabel) encontram-
se na figura 3. O K total no limbo sé mostrou diferenca significativa quando
comparados os diferentes tratamentos de fertilizacdo com o tratamento controle
(adubagdo com composto de uva), sendo os melhores resultados obtidos com o
biofertilizante aplicado na profundidade de 0-20 cm. Nos demais tratamentos de
fertilizagdo também né&o foram verificados efeitos da profundidade de aplicacdo dos

adubos.
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(*) Médias com letras minUsculas compara os diferentes fertilizantes para uma mesma profundidade de aplicagdo, enquanto as

letras mailsculas comparam as duas profundidades de aplicagédo do mesmo fertilizante.

Figura 3. Concentracdo de K total no limbo (A) e no peciolo (B) nas folhas da
videira (cv. Isabel) em funcédo da fertilizacdo e da profundidade de aplicacdo dos
fertilizantes (0-20 e 20-40 cm).

Com relacdo ao K total no peciolo houve efeito significativo da fertilizacao,
comparando com o controle, sendo obtidos resultados mais elevados quando
aplicado o biofertilizante na dose mais elevada e o fertilizante convencional,
especialmente nas doses mais elevadas. Também n&o foi observado efeito

significativo das profundidades de aplicacdo dos adubos na concentracéo de K total



91

no peciolo, com excec¢do do tratamento controle que mostrou melhores resultados

com aplicacao a 0-20 cm.

Os resultados do Ca total em funcdo da fertilizacdo e da profundidaade de

aplicacéo dos fertilizantes (0-20 e 20-40 cm) no limbo (A) e no peciolo (B) das folhas

constam na figura 4.
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Figura 4. Concentracdo de Ca total no limbo (A) e no peciolo (B) nas folhas da

videira (cv. Isabel) em funcdo da fertilizacdo e da profundidade de aplicacdo dos
fertilizantes (0-20 e 20-40 cm).

(*) Médias com letras minGsculas compara os diferentes fertilizantes para uma mesma profundidade de aplicagdo, enquanto as

letras mailsculas comparam as duas profundidades de aplicagdo do mesmo fertilizante.
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Os resultados obtidos para teror de Ca total no limbo ndo apresentaram
diferencgas significativas entre os tratamentos de fertilizacdo, s6 havendo diferenca
significativa quando comparados os tratamentos de fertilizagdo e profundidades com
0 tratamento controle (composto de uva). O bioprotetor na maior dose (B2,0)
aplicado na profundidade de 0-20cm apresentou o maior resultado 1,60 g kg*,
enquanto que o tratamento controle apresentou o valores mais baixos com 1,23 g
kg™
respectivamente. Nao houve efeito da profundidade de aplicacédo dentro de cada

e 1,19 g kg™ quando aplicados nas profundidades 0-20 cm e 20-40 cm

tratamento de fertilizagao.

Com relacdo ao Ca total no peciolo os dados obtidos apresentaram efeitos
significativos da fertilizacdo, comparando com o tratamento controle. O teor de Ca
total no peciolo aumentou significativamente com aplicacdo dos fertilizantes
(bioprotetor e fertilizante mineral solavel), com diferencas significativas quando
comparando a menor dose de aplicacdo (B1,0 e F1,0) com as demais doses. Os
maiores resultados mais elevados foram obtidos com aplicagdo do bioprotetor e
fertilizante convencional na dose mais elevada de aplicacao (2,0) com valores de
1,28 g kg™ e 1,26 g kg™, respectivamente. Também foi observado que a aplicacdo

nas duas profundidades ndo mostrou efeito dentro de cada tratamento.

Os resultados do Mg total em funcdo da fertilizacdo e da profundidade de
aplicacao dos fertilizantes (0-20 e 20-40 cm) no limbo (A) e no peciolo (B) das folhas
constam na figura 5.

Na Figura 5, verifica-se que houve resposta positiva e significativa
estatisticamente (P<0,05) no acumulo de Mg no limbo e peciolo, em resposta as
fertilizacbes e profundidades aplicadas, quando comparado com o tratamento
controle (composto uva).

O Mg total no limbo s6 mostrou efeito acentuado com diferenca significativa
guando comparados os diferentes tratamentos de fertilizacdo com o tratamento
controle (composto de uva). Também nao houve efeito da profundidade de aplicacao
dos fertilizantes dentro dos diferentes tratamentos de fertilizacdo. O melhor resultado
de teor de Mg (1,5 g kg™) foi obtido com aplicacéo do bioprotetor na maior dose

(dobro do recomendado).
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Figura 5. Concentracdo de Mg total no limbo (A) e no peciolo (B) nas folhas da

videira (cv. Isabel) em funcédo da fertilizacdo e da profundidade de aplicacdo dos
fertilizantes (0-20 e 20-40 cm).

(*) Médias com letras minGsculas compara os diferentes fertilizantes para uma mesma profundidade de aplicagdo, enquanto as

letras mailsculas comparam as duas profundidades de aplicagdo do mesmo fertilizante.

Com relacdo ao teor de Mg no peciolo

houve efeito significativo da

fertilizag@o, pode-se evidenciar maior efeito no teor de Mg em fungéo da aplicacdo

do biofertilizante nas doses mais elevadas, quando comparado para o fertilizante
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convencional aplicado na menor dose, e com o tratamento controle. O melhor
resultado (1,7 g kg™) foi obtido com aplicac&o do bioprotetor no maior nivel (dobro do

recomendado).

DISCUSSAO

Os teores de N nas folhas da uva aumentaram com a aplicagdo das maiores
doses de fertilizacdo, embora sO apresentando diferenca significativa no peciolo,
pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. O menor teor de N foi encontrado
no tratamento controle e no (F) na dose mais baixa, e 0 maior teor com a aplicagéao
do tratamento (P), na dose mais elevada. No tratamento de fertilizacdo (F) usou-se
fonte de N (sulfato de ambnio) mais sollvel que € mais disponivel para a planta o
gue pode ter promovido a maior absorcédo nos frutos. Nas folhas valores abaixo de
20,0 g kg™ é considerado nivel critico, segundo Fontes (2006).

O teor de P nos frutos ndo apresentou variacdo acentuada, com melhores
resultados no limbo. O maior valor foi obtido com o tratamento de fertilizagdo (P) na
dose mais elevada e o menor valor com o tratamento de fertilizacdo (F) na dose
mais baixa. O tratamento controle ficou com os resultados mais baixos, seguido da
fertilizacdo com (F) na menor dose apresentou o segundo valor mais baixo. O maior
valor foi com o tratamento de fertilizacdo com (P) na dose mais elevada, o que
mostra que a fertilizacédo (P) e (F) é eficiente e, portanto, o (P) pode ser considerado
como uma boa alternativa de adubacéo.

O (P) mesmo sendo oriundo de rocha fosfatada com baixa solubilidade, em
mistura com S* inoculado com a bactéria Acidithiobacillus (Stamford et al., 2008),
séo obtidos melhores resultados comparado com o tratamento F que usa como fonte
de adubacéo (super fosfato simples) que € mais sollvel, e, portanto, mais disponivel
para as plantas.

Os teores de K nas folhas da uva foram variaveis, sendo 0os maiores teores
encontrados no peciolo. O tratamento de fertilizacdo P na dose mais elevada mostra
resultados similares ao fertilizante mineral soltvel (F), sendo todos os tratamentos
de fertilizac&o superiores ao tratamento controle com aplicacdo de composto de uva.
O tratamento de fertilizacdo P foi colocado com a finalidade principal de fornecer
protecdo a planta pela liberacdo da quitosana presente na parede micelial do fungo,

no entanto, a quitosana também apresenta efeito de incremento de nutrientes de
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acordo com Franco et al. (2005 e 2011), tendo em vista que tem alta producéo de
polifosfato inorgéanico.

De acordo com Boonlertnirun et al. (2008), a quitosana serve como fonte de
carbono para microrganismos do solo e ajuda a acelerar o processo de
transformacdo da matéria organica para a forma inorganica, passando 0s nutrientes
para formas mais facilmente absorvidas pelas plantas. Assim, o sistema radicular
das plantas assimila mais nutrientes do solo, o que pode explicar porque com esses
tratamentos foram obtidos melhores resultados.

De uma maneira geral, ficou evidenciado que o bioprotetor com quitosana
fungica no maior nivel de aplicagdo promove maior potencial de resposta,
diferenciando do fertilizante mineral sollvel que mostrou menor resposta pelo teste
de Tukey. O efeito favoravel obtido com a aplicacdo dos tratamentos pode ter sido
em funcdo dos maiores teores de P e K disponivel com adi¢cdo de enxofre elementar
inoculado com Acidithiobacillus, e pela fixacdo do N através da inoculacdo da
matéria organica com a bactéria diazotrofica, que promoveu enriquecimento em N
total, principalmente solubilizando esses nutrientes para formas disponiveis para as
plantas.

Berger (2010) cultivando caupi com biofertilizante — bioprotetor obteve efeito
positivo quanto a nutricdo e mecanismo de defesa para a planta, em solo da regido
de Zona da Mata de Pernambuco com biofertilizante de rochas mais quitosana
fungica e de crustaceo. Resultados semelhantes também foram relatados por Silva
Janior (2008), que trabalhando em condicdes controladas verificou efeitos positivos
de biofertilizante de rocha fosfatica e potassica com adicdo de Acidithiobacillus e

evidenciou uma tendéncia marcante para o incremento de nutrientes na cultura.

CONCLUSOES

Com os dados obtidos podemos concluir que o bioprotetor mostrou potencial
para ceder nutrientes para a cultura da uva (cv. Isabel), sendo comparada com a
adubacao com fertilizante mineral soltuvel, e, portanto, pode ser alternativa viavel

para a fertilizacdo da uva.
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CONSIDERACOES FINAIS

De uma maneira geral, os resultados obtidos em experimento de campo com
a cultura da uva, permitem concluir que o bioprotetor pode ser usado como
alternativa em substituicdo a fertilizantes convencionais, proporcionando efeito
positivo e satisfatorio na nutricdo, produtividade e qualidade dos frutos e seus
derivados.

Também pode ser ressaltado que o biofertilizante de rochas inoculado com
Acidithiobacillus pode acarretar reducédo do pH do solo, fato proveniente da inducéo
e producdo de acido sulfarico bioquimico, devendo em solos com pH levemente
acido, ser misturado com material organico para a solucionar o efeito da acidez.

A inoculagéo da matéria organica com bactéria diazotrofica de vida livre é um
recurso de grande importancia para o enrequecimento de N, visando contribuir para
diminuir a quantidade de fertilizantes nitrogenados.

O bioprotetor além de incrementar a nutricdo e produtividade, apresenta efeito
residual e potencial para protecdo da planta contra fungos patogénicos,
especialmente para o Botrytis cinerea causador da podriddo cinzenta dos frutos da
uva.

O trabalho mostra condi¢cdes para ser iniciado o processo de patentiamento
do bioprotetor produzido com rochas fosfatadas e potassicas com Acidithiobacillus
em mistura com matéria organica enriquecido em N por inoculagdo com bactéria
diazotrofica de vida livre e adicdo de fungo da Ordem Mucorales (Cunnighamella
elegans), produtor de quitosana, biopolimero que possui acdo antimicrobiana

comprovada.
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APENDICE

i e
FIGURA 1. Preparo do bioprotetor.com revolvimento das rochas moidas e material
organico.

FIGURA 2. Cresiment(.) da bactéria diazotrofica de vida livre NFB10.001. A: fase
inicial de crescimento B: crescimento bacteriano apos 5 dias.

FIGURA 3. Inoculagdo com a bactéria NFB10001 e biomassa do Cunninghamela
elegans (UCP 542)
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FIGURA 4. Monitoratoramento dos parametros das atividades em incubacéo por 35
dias.
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FIGURA 9. Producao com fertilizante convencionais (22 colheita) nas doses A: 1,0;
B: 1,5 e C: 2,0 vezes o recomendado.
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FIGURA 10. Produgao com Bloprotetor (22 colhelta) nas doses A 1 O B: 1, 5 e
2,0 vezes o recomendado.



