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RESUMO

A aplicagdo de fungicidas foliares em vinhedos incrementa o teor de cobre (Cu) no solo, que pode modificar pardmetros fisioldgicos de videiras
jovens transplantadas em solos de vinhedos erradicados. A inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pode reduzir a
disponibilidade de Cu as videiras e, com isso, reduzir o efeito toxico do Cu nas células de plantas jovens. O trabalho objetivou avaliar alteracdes
fisiolégicas no porta-enxerto de videira ‘P1103’ (Vitis berlandieri x Vitis rupestris) cultivado em solo com alto teor de Cu e inoculado com
espécies de FMA.. O experimento foi conduzido em casa de vegetacéo. As videiras foram acondicionadas em vasos. No momento do transplante,
as raizes foram inoculadas com os FMA: Dentiscutata heterogama, Acaulospora morrowiae e Rhizophagus clarus, além de um tratamento
controle, ndo-inoculado. O experimento foi conduzido em blocos ao acaso com sete repeti¢des. O cultivo foi realizado durante 76 dias, ao final do
qual foi avaliado a altura de planta, a area foliar, as taxas de trocas gasosas, colonizagdo micorrizica, matéria seca de raizes, caule e folha; nimero
de folhas, didmetro de colmo, teores de carboidratos soluveis totais, amido total, clorofila a, b e total, carotenoides, teores de Cu e P nas plantas.
Dentre os FMA avaliados, o R. clarus promoveu maior beneficio para o crescimento das plantas e reduziu o teor de Cu nos tecidos. As maiores
taxas de assimilacédo de CO, e condutancia estomatica ocorreram nas plantas inoculadas com D. heterogama. Os FMAs estudados amenizaram a
toxicidade do cobre as videiras jovens.

SUMMARY

The application of foliar fungicide in vineyards increases the copper content (Cu) in the soil, which can modify physiological parameters of young
vines transplanted in soil vineyards eradicated. The inoculation with mycorrhizal fungi (AMF) can reduce the availability of Cu to vines and
thereby reduce the toxic effect of Cu in the cells of young plants. The study aimed to evaluate physiological changes in rootstock grapevine
'P1103" (Vitis berlandieri x Vitis rupestris) grown in soil with high Cu content inoculated with AMF species. The experiment was conducted in a
greenhouse. The vines were placed in pots. At the time of transplantation, the roots were inoculated with the AMF: Dentiscutata heterogama,
Acaulospora morrowiae and Rhizophagus clarus, plus a control treatment, non-inoculated. The experiment was conducted in randomized blocks
with seven replicates. The cultivation was carried out for 76 days, and at the end it was evaluated plant height, leaf area, gas exchange rates,
mycorrhizal colonization, dry matter of roots, stem and leaf; number of leaves, stem diameter, total soluble carbohydrate content, total starch,
chlorophyll a, b and total, carotenoids, Cu and P content in plants. Among the evaluated FMA, R. clarus promoted greater benefit to the plant
growth and reduced the Cu content in the tissues. The highest CO, assimilation rates and stomatal conductance occurred in plants inoculated with
D. heterogama. AMF studied eased the toxicity of copper to young vines.
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INTRODUCAO

A umidade elevada nas regides vitivinicolas do Sul do
Brasil torna as videiras suscetiveis a patdgenos
causadores de doengas flngicas foliares, como o
mildio (Plasmopara viticola), que podem causar
grandes perdas de producdo (Sénego et al., 2005).
Com o intuito de controlar essas doengas, as videiras
sdo submetidas a aplicagdes sucessivas de fungicidas
cUpricos que podem adicionar até 30 kg de cobre (Cu)
ha™ ano™ ao sistema de produgéo de uvas (Nachtigall
et al., 2007; Girotto et al., 2013).

O Cu ¢é um nutriente essencial para o0
desenvolvimento da videira, pois esta associado a
algumas das enzimas envolvidas nas reagbes de
oxido-redugdes como o citocromo oxidase na cadeia
de transporte de elétrons mitocondrial e na
plastocianina que participa do transporte de elétrons
fotossintéticos, além de fazer parte dos cloroplastos
das folhas (Yruela, 2009; Marschner, 2012).

Quando em excesso no solo, o Cu pode causar
modificagdes na morfologia e anatomia de raizes, que
resultard em reducdo na absorcdo de nutrientes
causando deficiéncia nutricional nas plantas e que
pode ser diagnosticado pela analise de tecidos foliares
(Kopittke et al., 2009; Toselli et al., 2009). Poderao
ser afetados os pardmetros relacionados com o
crescimento, dentre eles, altura das plantas, area
foliar, acumulo de biomassa e o nimero de folhas
emitidas (Cambrollé et al., 2015).

E importante evitar o transporte de Cu em excesso as
folhas, pois em nivel celular, pode inativar ou
danificar as estruturas proteicas como resultado de
ligagdes com grupos sulfidrilas de proteinas e, assim,
inibir a atividade de enzimas, ou induzir deficiéncia
de outros fons essenciais, 0 que causa deficiéncia nos
processos de transporte da célula e dano oxidativo
(Yruela, 2009). Além disso, pode ocorrer alteracéo no
transporte de elétrons da fotossintese e na distribuicdo
dos carboidratos no interior da planta, podendo causar
acumulo de amido nas folhas das plantas mais
prejudicadas em funcdo do baixo crescimento
(Alaoui-Sossé et al., 2004; Kabata-Pendias, 2011).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) podem
desempenhar funcdo importante na protecdo da
toxicidade de metais pesados as plantas (Soares e
Siqueira, 2008). Como estratégia de sobrevivéncia, 0s
FMA possuem mecanismos para evitar a toxicidade
por metais, como a producdo de glomalina, uma
glicoproteina que é secretada e liberada no solo
proporcionando a complexacdo dos metais (Folli-
Pereira et al., 2012). Além disso, os FMA podem
compartimentalizar o Cu nos esporos sem que
existam danos no seu metabolismo e, por
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consequéncia, também promove a reducdo da
disponibilidade de Cu as raizes (Cornejo et al., 2013).

Os FMA também podem amenizar os efeitos da
toxicidade de metais por meio de outros mecanismos,
como a retencdo dos metais no micélio fangico ou
pela melhoria do estado nutricional de fésforo (P) das
plantas simbibnticas (Soares e Siqueira, 2008;
Ambrosini et al., 2015). A melhoria da nutri¢cdo de P
as plantas pode proporcionar a formacdo de
compostos de ligacdo metal-fosfato, complexando os
metais nas raizes e evitando o seu transporte para a
parte aérea (Soares e Siqueira, 2008). O efeito
protetor dos FMA ¢ dependente da espécie fungica e
da sua compatibilidade com a espécie vegetal (Meier
et al.,, 2012) e também da concentragdo e formas
quimicas dos contaminantes no solo.

Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar
alteracBes fisiologicas no porta-enxerto de videira
‘P1103° (Vitis berlandieri x Vitis rupestris) cultivado
em solo com alto teor de Cu e inoculado com espécies
de FMA.

MATERIAIS E METODOS
Coleta e preparacéo do solo

O solo foi coletado na camada de 0-20 cm de um
Argissolo Vermelho (Embrapa, 2013), em um
vinhedo com 40 anos de cultivo, com histérico de
aplicacOes foliares de fungicidas cupricos ao longo
dos anos, em Santana do Livramento, regido da
Campanha Gaucha (RS), regido Sul do Brasil, com as
seguintes coordenadas geograficas: 30° 47° 23.5"" S;
550 22" 7.0 W. O solo possuia as seguintes
caracteristicas: areia, silte e argila 901; 53,4; 45,6 g
kg™, respetivamente; C organico total 7,9 g kg
(Embrapa, 1997); pH em &gua 6,5; P disponivel 34,8
mg kg™ e K trocavel 88,7 mg kg™ (extrator Mehlich-
1); Al, Ca e Mg trocéveis (extraidos por KCI 1 mol L
1, 0,0; 4,4; 1,5 cmolc kg™ respetivamente e teor de
Cu extraido por EDTA 32,9 mg kg™, valor esse
interpretado como alto pela CQFS-RS/SC (2004)
(maior que 0,4 mg kg™).

Apos a coleta, o solo foi seco ao ar, passado em
peneira com malha de 2 mm, homogeneizado e, por
duas vezes, esterilizado em autoclave a 121 °C, em
bandejas contendo 10 kg de solo, durante duas horas
para eliminar propagulos de FMA autéctones.

Obtencdo do material
experimental

vegetal e condugdo

Para o experimento, foram utilizados porta-enxertos
de videira, cultivar ‘P1103 (Vitis berlandieri x Vitis
rupestris), obtidos através da propagacdo in vitro,



utilizando-se 0 meio de cultura DSD1 com 20 g L™ de
sacarose e 6,0 g L™ de 4gar (Silva e Doazan, 1995) e,
posteriormente, aclimatizados em substrato (fibra de
coco e vermiculita) estéril em casa de vegetacédo por,
aproximadamente, 60 dias. Durante a conducao
experimental, a temperatura ambiente minima variou
de 17,4 a 21,8°C e a temperatura maxima, de 30,3 a
37,7°C.

Em seguida as plantas foram transplantadas para
vasos com capacidade de 2 L contendo solo
contaminado com Cu e realizada a inoculagdo dos
FMA. O experimento foi implantado em casa de
vegetacdo em delineamento em blocos casualizados
com sete repeti¢des e quatro tratamentos, sendo um
tratamento controle ndo-inoculado e trés espécies de
FMA: D. heterogama, A. morrowiae e R. clarus. A
inoculacédo das plantas foi realizada pela aplicacéo de
suspensdo de 100 esporos de FMA por planta. Para
isso, realizou-se a extragdo de esporos de FMA de
vasos de cultivo com Brachiaria decumbens por meio
do peneiramento Umido e decantagdo em solucdo de
sacarose conforme descrito em Gerdemann e
Nicolson (1963).

Coleta do material vegetal

Ap6s 76 dias de conducdo experimental, foi
determinada a altura das plantas usando régua
graduada; o didmetro do colmo usando um
paquimetro e realizada a contagem do nimero de
folhas e de nés. Posteriormente, as videiras foram
separadas em raizes, caules e folhas. Na sequéncia, a
massa fresca (MF) de cada parte foi determinada em
balanca de precisao.

Uma por¢do da MF de cada 6rgdo foi seca em estufa
com ar forcado a 65 °C até atingir massa constante
para a determinacdo da producdo de matéria seca
(MS) em balanca de precisdo. Em seguida, este
material vegetal foi moido para posterior
determinacgdo dos teores totais de P e Cu nos tecidos
vegetais. A outra por¢do da MF foi reservada para a
determinacdo dos parametros fisiolégicos, o0s quais
serdo descritos posteriormente.

Para avaliagdo da colonizagdo  micorrizica,
aproximadamente 2,0 g de raizes foram submetidas a
clarificacdo e coloracdo com azul de tripan (Koske e
Gemma, 1989) e a percentagem da colonizacdo
micorrizica foi determinada pelo método das
intersecgdes em placas reticuladas (Giovannetti e
Mosse, 1980).

Modelo matemaético para estimativa de area foliar

Para desenvolver o0 modelo matematico da estimativa
de area foliar, foram obtidas aleatoriamente 90 folhas
completas e sadias de diferentes tamanhos de plantas
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ndo utilizados no experimento (Borghezan et al.,
2010).

Nas folhas selecionadas, o comprimento da nervura
central foi mensurado com o uso de um paquimetro e
a area foliar foi determinada através de um analisador
portatil (ADC — AM 300). A relacdo entre a area
foliar avaliada e o comprimento da nervura central
resultou no modelo matematico (Figura 1), cuja
equacdo foi utilizada para estimar a area foliar das
videiras componentes do experimento através da
mensurac¢do do comprimento das nervuras centrais de
todas as folhas das plantas.

80,0
70,0 A °
Y =-4,0974 + 2,3462 x + 0,5711 x? ; R2 = 0,98* °
60,0 1
50,0 A
40,0 1

30,0 1

Area foliar (cm?)

20,0 A
10,0 1

0,0 T T T T
0 2 4 6 8 10

Comprimento da nervura central (cm)

Figura 1. Modelo matemético para estimar a area foliar através do
comprimento da nervura central em porta-enxerto ‘P1103” (Vitis
berlandieri x Vitis rupestris) cultivado em solo com alto teor de Cu.

Mathematical model to estimate leaf area across the length of the
center rib in rootstock 'P1103" (Vitis berlandieri x Vitis rupestris)
grown in soil with high copper content.

Analises dos teores totais de P e Cu nas folhas,
caule e raizes

Para a determinagdo dos teores totais de P foi
realizada a digestdo sulfurica do material seguida de
quantificagdo em espectrofotdmetro (Tedesco et al.,
1995), e para a determinacdo dos teores totais de Cu
foi realizada a digestdo a 500-550 °C por trés horas,
com posterior diluicdo em HNO3 (1 mol L™) seguida
de quantificacdo em espetrdmetro de absorcéo
atbmica (Embrapa, 1997). O acumulo dos nutrientes
na planta foi calculado pela multiplicacdo do teor de
cada nutriente pela sua respectiva MS da parte aérea.
Posteriormente, foi calculada a porcentagem relativa
do Cu acumulado em cada 6rgédo da planta, adotando
como referéncia (valor igual a 100%) o total do
nutriente acumulado na planta inteira.

Avaliacao dos parametros fisiol6gicos

Trocas gasosas

As medicOes de trocas gasosas foram realizadas no
75° dia de cultivo com um analisador portatil de CO,
por infravermelho (IRGA), LI-6200 (LICOR, USA),
sendo a area da cAmara de 6 cm?, volume de 250 mL



e concentragcdo de CO, do ar de 380 ppm. Foram
avaliadas as taxas de assimilagédo de CO,, condutancia
estoméatica e de transpiragdo. As avaliagdes foram
realizadas na décima semana de cultivo, entre 9 e 11
horas da manhd, com luminosidade controlada de
1000 pmol féton m? s*. Para essa avaliagdo, foi
utilizada como padréo a quinta folha de cada planta,
contada da base ao apice.

Anadlises de pigmentos fotossintéticos e aclicares

A determinacdo do conteddo de clorofilas e
carotenoides nas folhas foi realizada pela extracdo
com dimetilsulféxido (DMSO) em banho-maria a 65
°C por duas horas, sem maceracdo e com
determinacgdo por meio de espectrofotometria (Hiscox
e Israelstam, 1979). Os calculos para a determinacdo
da concentracdo das clorofilas a, b e total e de
carotenoides foram realizados utilizando as férmulas
de Wellburn (1994).

A quantificacdo dos carboidratos sollveis totais foi
realizada pelo método fenol-sulfurico, utilizando 0,5¢
de MF triturada em nitrogénio liquido até obtencéo de
um pdé homogéneo e tendo como padrdo a glucose
(Dubois et al., 1956). Para a determinacdo do teor de
amido total nas folhas, o precipitado resultante da
extracdo dos carboidratos solUveis totais foi
submetido a solubilizacdo do amido com acido
perclérico (McCready et al., 1950) e quantificado
pelo método fenol-sulfurico, utilizando glucose como
padréo (Dubois et al., 1956).

Analises estatisticas

Os dados de colonizagdo micorrizica e a porcentagem
relativa do Cu acumulado foram transformados em
arco seno da raiz quadrada da porcentagem para a
homogeneizagdo da variancia. Em seguida, todos os
dados obtidos foram submetidos ao teste de Cochran
para verificar a homocedasticidade. Posteriormente,
realizou-se a analise de variancia e, quando houve
significancia estatistica, aplicou-se o0 teste de
separacdo de médias Tukey (p<0,05). Além disso, foi
realizada analise de correlacdo linear de Pearson entre
as variaveis dependentes, cujas significancias foram
avaliadas pelo teste t (p < 0,05). Os valores de F e
coeficientes de variacdo das varidveis analisadas
podem ser verificados no Quadro I. Para a realizacdo
das anélises estatisticas foi utilizado o software livre
‘Assistat versdo 7.7 Beta’.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior colonizagdo das raizes foi observada nas
videiras inoculadas com R. clarus (40% das raizes
colonizadas), seguido pelas videiras inoculadas com
D. heterogama e A. morrowiae (ambas com 25% das
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raizes colonizadas). As videiras sem inoculagdo ndo
apresentaram colonizagdo com FMA (Figura 2d).

QUADRO |

Valores de F e coeficientes de varia¢do das variaveis analisadas em
plantas de videira ‘P1103’ (Vitis berlandieri x Vitis rupestris)
cultivadas em solo com alto teor de Cobre e inoculagdo com FMA

Values of F and coefficients of variation of the variables analyzed
in vine plants 'P1103' (Vitis berlandieri x Vitis rupestris) grown in
soil with high copper content and inoculation with AMF

Variavel F CV(%)

Colonizagdo micorrizica (%) 42,95*%* 29,62
MS Folhas (g) 7,04*%* 13,96
MS Caule (g) 12,46** 18,93
MS Raizes (g) 1,23™ 26,27
Altura de planta (cm) 6,21** 11,20
Numero de folhas 0,14™ 12,96
Diametro do colmo (mm) 1,18™ 13,67
Area foliar (cm?) 0,29™ 14,40
Teor de P nas raizes (g kg™ MS) 7,05%* 24,82
Teor de P no caule (g kg* MS) 9,24** 20,95
Teor de P nas folhas (g kg™ MS) 8,40** 32,49
Actmulo de P nas raizes (mg planta™) 7,39** 31,97
Actmulo de P no caule (mg planta™) 24,06*%* 22,63
Actmulo de P nas folhas (mg planta™) 3,94* 31,11
Teor de Cu nas raizes (mg kg™ MS) 23,72*%* 22,02
Teor de Cu no caule (mg kg™ MS) 0,93™ 21,72
Teor de Cu nas folhas (mg kg™ MS) 3,34* 25,76
Actmulo de Cu nas raizes (ug planta™) 9,50** 30,44
Actmulo de Cu no caule (ug planta™) 0,64™ 33,10
Actmulo de Cu nas folhas (ug planta™) 2,81™ 30,86
Percentual de acimulo de Cu naraiz (%) 1,30™ 13,50
Percentual de acimulo de Cu no caule (%) 2,40™ 15,46
Percentual de acimulo de Cu na folha (%) 2,62™ 8,67

Assimilagdo de Co, (umol m2s™) 7,34*%* 20,91
Condutancia estomatica (umol m2 s™*) 14,45*%* 22,39
Transpiracdo (mmol m2 s™) 22,29** 18,88
Carboidratos solveis totais (mg g™ MF) 4,30* 14,54
Amido total (mg g™* MF) 0,46™ 15,90
Clorofila a (mg g MF) 0,14™ 10,05
Clorofila b (mg g MF) 0,67™ 12,63
Clorofila total (mg g™ MF) 0,12™ 9,75

Carotenoides (mg g™ MF) 1,39™ 12,03

A associacdo micorrizica pode ser estimulada pela
caréncia de P disponivel a planta (Hippler e Moreira,
2013). No entanto, o teor de P disponivel no solo do
presente experimento foi de 34,8 mg kg™, o que é
considerado alto para solos com menos de 20% de
argila (CQFS-RS/SC, 2004). Num estudo de
colonizagdo micorrizica em raizes de videiras jovens
‘P1103’ em substrato sem contaminacdo por metais e
baixo teor de P, Zemke et al. (2003) obtiveram



porcentagens de colonizacdo de 25% nas raizes, 0 que
esta de acordo com os resultados obtidos no presente
trabalho para a colonizagdo por D. heterogama e A.
morrowiae, mas inferior aos obtidos para a
colonizagdo por R. clarus.

Em estudo com videira, Schreiner (2007) observou 67
e 43% de colonizagdo micorrizica em raizes de
videiras cultivadas em solo com baixo e alto teor de
P, respectivamente. Por outro lado, o autor também
verificou que o elevado teor de P ndo prejudicou a
colonizacdo das raizes por FMA. Portanto, é possivel
que os resultados de colonizacdo micorrizica nas
raizes de videiras jovens no presente experimento
fossem mais elevados, caso o teor de P fosse baixo.

No entanto, assim como nos resultados de Schreiner
(2007), as porcentagens da colonizacdo micorrizica
das raizes de videiras jovens deste experimento
podem ser consideradas satisfatorias.

As videiras jovens inoculadas com R. clarus
apresentaram a maior produgdo de MS das folhas e do
caule (Figura 2a e 2b). A producdo de MS de raizes,
caules e folhas das videiras inoculadas com D.
heterogama e A. morrowiae ndo diferiram
estatisticamente das plantas de videira ndo
micorrizadas. A producdo de MS de raizes ndo diferiu
estatisticamente entre os tratamentos (Figura 2c).
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Figura 2. Matéria seca de folhas (a), caules (b) e raizes (c); colonizagao micorrizica (d); altura de planta (e); teor de carboidratos solGveis totais
(f); taxa de assimilagéo de CO, (g); taxa de condutancia estomatica (h); taxa de transpiragao (i), em porta-enxerto de videiras jovens ‘P1103” (Vitis
berlandieri x Vitis rupestris), cultivadas em solo com alto teor de Cu e inoculagdo de FMA. As barras representam o erro padréo.

Leaf dry matter (a), stem (b) and roots (c); mycorrhizal colonization (d); plant height (e); total soluble carbohydrate content (f); CO, assimilation
rate (g); Stomatal conductance rate (h); transpiration rate (i) in the rootstock of young vines 'P1103" (Vitis berlandieri x Vitis rupestris), grown in
soil with high content of Cu and AMF inoculation. The bars represent the standard error.

A inoculagdo das plantas de videiras jovens
contribuiu para aumentar o crescimento em altura,
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verificada no final do experimento, cujos resultados
foram superiores quando inoculadas com R. clarus e



D. heterogama, seguidos de A. morrowiae, e a menor
altura foi observada nas videiras sem inoculagdo com
FMA (Figura 2e). Esses resultados sdo refor¢ados
pela correlagdo positiva significativa entre a altura das
plantas e a porcentagem de colonizagao micorrizica (r
=0,98**).

A maior produgdo de MS das folhas e caule das
videiras inoculadas com R. clarus, assim como a
maior altura de planta quando inoculadas com R.
clarus e D. heterogama, pode ser consequéncia da
capacidade simbidtica das espécies de FMA em
amenizar o estresse causado pelo alto teor de Cu no
solo. Este  processo pode ocorrer pela
compartimentalizagdo do Cu no vacUolo e também
pela liberacdo de glomalina pelas raizes, que pode
complexar o Cu, reduzindo significativamente os seus
danos no metabolismo da planta (Cornejo et al., 2013;
Saba et al., 2013). Além disso, esses fungos

provavelmente aumentaram a absorcdo de agua e
outros nutrientes, especialmente o P, contribuindo
para uma melhor nutricdo da planta (Gupta et al.,
2014). A producéo de MS observada corrobora com
o0s resultados obtidos por Ambrosini et al. (2015), em
estudo com videiras jovens inoculadas com seis
espécies de FMA, onde as videiras inoculadas com R.
clarus apresentaram maior produgéo de MS.

A inoculagdo das videiras jovens com as trés espécies
de FMA ndo afetaram o nimero de folhas, diametro
do colmo e area foliar (Quadro Il). Possivelmente, por
0 Cu ter ficado em maior quantidade nas raizes
(Figura 3), a quantidade transportada para o caule e
folhas das videiras ndo foi elevada a ponto de causar

danos graves no metabolismo e inibir o
desenvolvimento dos mesmos (Kabata-Pendias,
2011).

QUADRO 11

Numero de folhas, didmetro do colmo, éarea foliar, amido total, clorofila a, b e total, carotenoides nas plantas de porta-enxerto de videira ‘P1103’
(Vitis berlandieri x Vitis rupestris) cultivadas em solo com alto teor de Cu e inoculagdo de FMA

Number of leaves, stem diameter, leaf area, total starch, chlorophyll a, b and total carotenoids in plants rootstock grapevine 'P1103" (Vitis
berlandieri x Vitis rupestris) grown in soil with high content of Cu and AMF inoculation

FMA
Variavel Sem inéculo D. heterogama A. morrowiae R. clarus
Numero de folhas 14™ 15 14 14
Diametro do colmo (mm) 0,32™ 0,34 0,32 0,36
Avrea foliar (cm?) 379,77™ 403,84 383,79 380,72
Amido total (mg g™ MF) 1,12"™ 1,06 1,05 1,11
Clorofilaa (mg g* MF) 2,23™ 2,18 2,20 2,16
Clorofila b (mg g* MF) 0,81™ 0,85 0,87 0,83
Clorofila total (mg g™ MF) 3,04™ 3,04 3,08 3,00
Carotenoides (mg g™ MF) 0,43™ 0,39 0,40 0,39
rupestris), grown in soil with high content of Cu and AMF
inoculation.
Testemunha
. heterogama O maior teor de P total nas raizes, caule e folhas foi
A. morrowiae observado nas videiras inoculadas por R. clarus
R, clarus (Figura 4a, 4b e 4c), que aumentou o teor de P em 56,
84 e 43%, respectivamente, nesses 6rgdos, em relacao
0 20 40 60 80 100 as videiras ndo micorrizadas. O acimulo de P nas
% de acumulagéo de Cu raizes, caule e folhas foi 90, 115 e 50% maiores,
[— Raizes —— Casle —— Folhas | respectivamente, nas videiras inoculadas com R.

Figura 3. Porcentagem de acumulacéo de Cu nas raizes, caule e
folhas em porta-enxerto de videiras jovens ‘P1103” (Vitis
berlandieri x Vitis rupestris), cultivadas em solo com alto teor de
Cu e inoculacdo de FMA.

Percentage of Cu accumulation in roots, stems and leaves of
rootstock of young vines 'P1103' (Vitis berlandieri x Vitis
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clarus (Figura 4d, 4e e 4f). O teor e acimulo de P nas
raizes, caule e folhas ndo diferiram estatisticamente
entre as videiras inoculadas com D. heterogama e A.
morrowiae, daquelas sem inoculagdo. O maior
incremento de P nas raizes, caules e folhas, e a maior
colonizacdo micorrizica nas videiras inoculadas com
R. clarus corrobora com os resultados obtidos por



Ambrosini et al.

jovens ‘P1103’.

Teor de Cu (mg kg™) P acumulado (mg planta™) Teor de P (g kg™?)

Cu acumulado (pg planta™)

Figura 4. Teor de P em folhas (a), em caules (b) e em raizes (c); P acumulado em folhas (d), em caules (e) e em raizes (f); Teor de Cu em folhas
(9), em caules (h) e raizes (i); Cu acumulado em folhas (j), em caules (k) e em raizes (I); em porta-enxerto de videiras jovens ‘P1103’ (Vitis
berlandieri x Vitis rupestris), cultivadas em solo com alto teor de Cu e inoculacédo de FMA. As barras representam o erro padréo.

Leaves content of P (a) in stems (b) and roots (c); P accumulated in leaves (d) in stems (e) and roots (f); Cu content in leaves (g) in stems (h) and
roots (i); Cu accumulated in leaves (j), in stems (k) and roots (I); on rootstock of young vines 'P1103' (Vitis berlandieri x Vitis rupestris), grown in
soil with high content of Cu and AMF inoculation. The bars represent the standard error.
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O P quando foi absorvido em maior quantidade pelas
raizes, também foi encontrado em maior concentragdo

no caule e nas folhas, evidenciando o transporte do
nutriente até a parte aérea das plantas. E importante a
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contribuicdo dos FMA na nutricdo das plantas, pois o
P, na forma de fosfato, é componente de compostos
como os agucares fosfatados, incluindo glicose e
frutose, fosfolipidios de membranas, adenosina
trifosfato (ATP) e &cidos nucléicos (Marschner,
2012).

O aumento do teor de P total e de P acumulado em
todos os 6rgdos das videiras jovens inoculadas com R.
clarus pode estar associado a maior colonizacdo
micorrizica nas raizes das videiras por essa espécie
(Figura 2d). A associacdo micorrizica promove a
melhoria do estado nutricional de P das plantas, o que
favorece o crescimento de plantas expostas a niveis
toxicos de metal pesado (Soares e Siqueira, 2008;
Andrade et al., 2010; Pigna et al., 2014).

As videiras inoculadas com o R. clarus apresentaram
o menor teor de Cu nas folhas e raizes, que
correspondeu a uma diminuicdo de 37% e 61%,
respectivamente, em comparagao com as videiras ndo
micorrizadas (Figuras 4g, 4i). As videiras inoculadas
com D. heterogama e A. morrowiae também
apresentaram teores de Cu nas folhas (18 e 15%,
respectivamente) e nas raizes (6 e 36%,
respectivamente), em comparacdo com as videiras
ndo micorrizadas. No entanto, essa reducdo ndo foi
suficiente para diferir estatisticamente das videiras
sem inoculagdo e daquelas inoculadas como R.
clarus.

O Cu acumulado nas folhas e no caule (Figura 4j, 4k)
ndo sofreu diminuicdo pelos FMA, mas o Cu
acumulado nas raizes das videiras inoculadas com R.
clarus diminuiu 57%, em relacdo as videiras sem
inoculacédo (Figura 3l).

A reducdo do teor de Cu nas raizes, no caule e nas
folhas e do acimulo de Cu nas raizes das videiras
inoculadas com R. clarus indica a reducdo na
absor¢do do metal pelas videiras associadas a essa
espécie de FMA. Isso pode ter acontecido por causa
de estratégias utilizadas pelos FMA para sobreviver
no solo com alto teor de Cu e que, consequentemente,
proporcionam a reducdo na absor¢do do metal pelas
plantas, como: a producgdo e liberacdo de glomalina
no solo, que pode diminuir a disponibilidade de Cu no
solo por causa da sua alta reatividade (Folli-Pereira et
al., 2012) e a retencdo do metal no micélio fangico ou
em alguns esporos, que pode reduzir a sua absorcao
(Cornejo et al., 2013).

A distribuicdo de Cu no interior da planta ndo foi
influenciada pelos FMA (Figura 3). No entanto, era
esperado que a inoculagdo com FMA proporcionasse
a percentagem relativa do Cu nas folhas, aumentando
nas raizes. 1sso porque, o incremento de P no interior
da planta reduz o transporte de metais das raizes para
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a parte aérea, amenizando a toxicidade de metais,
como relatado por Soares e Siqueira (2008) em
plantas de braquiéria (Brachiaria decumbens Stapf.),
submetidas a elevados teores de Cu, zinco (Zn) e
cadmio (Cd), o que também concordam com
resultados de Pigna et al. (2014), em plantas de
escarola (Cichorium endivia L.) cultivadas em solo
com alto teor de Arsénio (As).

Como néo houve diferenca na distribuicdo de Cu nos
orgdos das videiras jovens, calculou-se, usando a
média de todos os tratamentos, a relagdo entre o teor e
0 acimulo de Cu nas raizes e nas folhas. Essa relacdo
foi de 11,3 para o teor de Cu e de 3,7 para 0 acimulo
de Cu. Estes valores indicam que as videiras jovens
reduziram a passagem do Cu das raizes para as folhas.
Isso ocorreu porque a planta possui estratégias como
a compartimentalizacdo do metal nos vacuolos, a
quelagdo na interface da membrana plasmatica e a
complexagdo intracelular por substancias organicas,
que sdo eficientes para diminuir o transporte para as
folhas, onde causariam danos mais graves no
metabolismo (Yruela, 2009; Saba et al., 2013). Como
consequéncia, o teor do metal nas folhas esteve
dentro da faixa considerada normal para a maioria das
plantas, que é entre 5 e 30 mg kg segundo Kabata-
Pendias (2011), mesmo nas plantas sem inoculagdo
micorrizica (Figura 4g).

A taxa de assimilacdo de CO, (Figura 2g) foi maior
nas videiras jovens inoculadas com D. heterogama
que também apresentou 0 maior resultado para a
condutancia estomatica (Figura 2h) e a transpiracdo
(Figura 2i). Para a taxa de assimilagdo de CO,
observou-se que as Vvideiras inoculadas com A.
morrowiae e R. clarus ndo diferiram das videiras sem
inoculagdo. J& para a condutincia estomética e a
transpiragdo o menor resultado foi verificado nas
videiras ndo micorrizadas.

A maior taxa de assimilagdo de CO, (Figura 2g),
condutdncia estomatica (Figura 2h) e a maior
transpiragdo (Figura 2i) verificadas nas videiras
jovens inoculadas com D. heterogama pode ser
resultado da maior absor¢do de &gua e nutrientes,
proporcionada por essa espécie flngica. Isso se
fundamenta na simbiose obrigatéria que exige da
planta a transferéncia de compostos de carbono as
hifas, sendo que o custo total em hidratos de carbono
pode chegar a 20% da producdo da fotossintese
(Boldt et al., 2011; Adolfsson et al., 2015). Assim, a
planta passa a assimilar CO, de forma mais eficiente
para compensar a demanda de hidratos de carbono
como estratégia de garantir a continuidade da
simbiose e beneficiar da melhor nutricdo
proporcionada pelo FMA (Adolfsson et al., 2015).



A inoculagdo das raizes das plantas com FMA
também pode melhorar a eficiéncia dos fotossistemas.
Em estudo com tomateiros, Boldt et al. (2011),
verificaram que a fluorescéncia da clorofila, e o
rendimento quéantico maximo do fotossistema Il
(PSI) das plantas foi significativamente superior com
a inoculagéo por FMA. Isso aumentou a capacidade
das plantas em usar a energia de forma mais eficiente
com maiores taxas de transporte de elétrons (Boldt et
al., 2011).

O teor de carboidratos soluveis totais nas folhas das
videiras jovens, foi maior nas plantas de videira
inoculadas com D. heterogama (Figura 2f). Este facto
esta provavelmente relacionado com a maior
assimilacdo de CO2 nessas plantas (Figura 2g), que
resulta em aumento da atividade do ciclo de Calvin,
originando maiores quantidades de hidratos de
carbono na folha, principalmente sacarose e amido
(Boldt et al., 2011). As videiras inoculadas com A.
morrowiae e R. clarus apresentaram concentragdes
menores de carboidratos soluveis totais mas ndo
diferenciaram das plantas inoculadas com D.
heterogama. As  videiras sem  inoculagdo
apresentaram a menor concentragdo de carboidratos
sollveis totais.

O teor de amido total nas folhas das videiras jovens
ndo foi influenciado pela inoculagdo dos isolados de
FMA (Quadro I1). Isso pode ter acontecido em fungéo
do tempo de cultivo ser insuficiente para a videiras
acumularem amido, visto que as videiras jovens
estavam em pleno crescimento e, provavelmente,
estavam utilizando a energia para a formacdo de
folnas e incremento em biomassa para o0
estabelecimento da planta.

Os teores de clorofila a, b, total e de carotenoides ndo
foram influenciados pelos tratamentos (Quadro II).
Quando em altos teores para a planta, o Cu pode
diminuir os teores dos pigmentos fotossintetizantes
nas folhas das plantas por causar deficiéncia de ferro
(Fe). Além disso, 0 excesso de Cu absorvido e
transportado para a parte aérea pode causar a
substituicdo do Mg pelo Cu na molécula de clorofila,
inibindo a fotossintese (Yruela, 2009). Pela auséncia
de resposta dos tratamentos, supdem-se que, mesmo
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