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RESUMO

Nesta tese sdo apresentados dois experimentos desenvolvidos na cultura
da videira, sendo o experimento 1 desenvolvido na Universidade Federal
de Santa Catarina — UFSC, em Floriandpolis; e o experimento 2,
desenvolvido na The University of British Columbia — UBC, em
Kelowna-BC no Canada. No experimento 1 o problema de pesquisa
estudado foi o elevado contetdo de Cu. Os solos de vinhedos antigos, na
regido sul do Brasil, possuem altos contetdos de cobre (Cu) derivados de
aplicacdes de fungicidas cupricos foliares que causam toxicidade as
videiras jovens, dificultando o estabelecimento do vinhedo. A aplicacéo
de calagem e a inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
sdo estratégias potenciais para diminuir a toxicidade de Cu as videiras
jovens. O experimento 1 objetivou avaliar os efeitos da interacdo entre a
calagem e a inoculacdo de FMA (Rhizophagus clarus) no crescimento,
colonizacéo das raizes, parametros fotossintéticos e atividade de enzimas
antioxidantes em videiras jovens cultivadas em substrato com elevado
contetido de Cu. O experimento foi conduzido em casa de vegetacéo,
utilizando-se substrato coletado em campo natural, com e sem adigéo de
3 Mg ha! de calcario e artificialmente contaminado pela adicéo de 0, 50,
100 e 150 mg kg? de Cu. No momento do transplante das videiras foi
aplicado o tratamento de FMA, sendo com e sem inoculacdo de
Rhizophagus clarus. As videiras foram avaliadas quanto aos parametros
fotossintéticos, parametros de morfoldgicos, atividade de eximas
antioxidantes e colonizagdo micorrizica. A calagem e a inoculacéo de
FMA apresentaram grande potencial na diminuicdo dos efeitos tdxicos do
elevado teor de Cu no substrato, contribuindo na melhoria do
crescimento, producéo de biomassa, diminuicdo da atividade das enzimas
antioxidantes e aumento da colonizagdo micorrizica das raizes. Por outro
lado, 0 aumento das concentragdes de Cu teve grande potencial toxico e
reduziu em 70% a colonizacdo das raizes pelos FMAs, em 43% a altura
de planta e 17% na producdo de matéria seca. A inoculacdo de FMA
resultou em um acréscico 30% na producdo de matéria seca de parte aérea,
e um decréscimo de 51% na atividade da enzima ascorbato peroxidase e
26% na atividade da enzima guaiacol peroxidase. A combinacdo de
calagem com a inoculacdo de FMA sdo estratégias eficazes na
amenizacdo da toxicidade por Cu para o porta-enxerto Paulsem 1103. No
experimento 2, foi estudada a eficiéncia da aplicacdo de inoculante
comercial contendo FMA em videiras, para a melhoria da eficiéncia no
uso da nutricdo. O fésforo é um nutriente critico e insubstituivel na



nutricdo das plantas, portanto, a disponibilidade deste nutriente pode
limitar o crescimento e a producéo das plantas em algumas circunstancias.
Uma estratégia potencial para aumentar a eficiéncia no uso do fosforo é a
inoculacdo das raizes das videiras com FMA, assim, essa simbiose pode
fornecer uma porcentagem significativa dos requisitos de fésforo de uma
planta, bem como potencialmente acessar o fosforo que o hospedeiro ndo
pode alcancar. Para isso sdo amplamente utilizados inoculantes contendo
FMA. No entanto, o beneficio dos inoculantes no campo é muitas vezes
varidvel e, em alguns casos, 0 seu uso pode introduzir estirpes que nao
sdo benéficas para o sistema, resultando potencialmente em uma invasdo
por fungos micorrizicos exoticos. Ainda ha muitas ddvidas sobre sua
eficacia, estabilizagdo da comunidade fungica e espalhamento para outras
areas e culturas. O experimento objetivou avaliar o desempenho,
estabilizacdo e espalhamento do inoculante comercial de fungos
micorrizicos MYKE® PRO GR que contém Rhizoglomus irregulare
(DAOM 197198) na cultura da videira, desde a produgdo das mudas em
casa de vegetacdo até o cultivo a campo. A inoculacdo de FMA aumentou
a producdo de matéria seca em 24% e area foliar em 13%, dos porta-
enxertos em casa de vegetacdo, mas ndo teve efeito a campo. A
comunidade de FMA inoculada se estabilizou no campo e houve
espalhamento para plantas ndo inoculadas. A pré-inoculacgdo das videiras
com FMA néo se mostrou vantajosa em condi¢des reais de vinhedos.
Palavras-chave: Metal pesado; colonizacdo micorrizica; DAOM
197198; ddPCR; Vitis; inoculante; Rhizoglomus irregulare; Rhizophagus
clarus.



ABSTRACT

In this thesis are presented two experiments developed in the grape crop,
being the experiment 1 developed at the Federal University of Santa
Catarina - UFSC, Florianopolis; and experiment 2, developed at The
University of British Columbia - UBC, in Kelowna-BC, Canada. In
experiment 1, the studied research problem was the high content of Cu in
the soil. The soils of ancient vineyards in southern Brazil have high
copper contents (Cu) derived from foliar fungicide applications that cause
toxicity to young vines, making it difficult to establish the vineyard. The
application of liming and the inoculation of arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) are potential strategies to reduce the toxicity of Cu to young vines.
This study aimed to evaluate the effects of the interaction between liming
and AMF inoculation (Rhizophagus clarus) on growth, root colonization,
photosynthetic parameters and antioxidant enzyme activity in young
vines cultivated in the substrate with high Cu content. The experiment
was conducted in a greenhouse, using substrate collected in the natural
field, with and without the addition of 3 Mg ha? of limestone and
artificially contaminated by the addition of 0, 50, 100 and 150 mg kg* of
Cu. At the moment of transplanting of the vines, the treatment of FMA
was applied, being with and without inoculation of Rhizophagus clarus.
Vines were evaluated for photosynthetic parameters, morphological
parameters, antioxidant activity and mycorrhizal colonization. The liming
and inoculation of AMF showed great potential in reducing the toxic
effects of the high Cu content in the substrate, contributing to the
improvement of growth, biomass production, reduction of antioxidant
enzymes activity and increased mycorrhizal colonization of the roots. On
the other hand, the increase in concentrations of Cu had high toxic
potential and reduced root colonization by AMF by 70%, plant height by
43% and dry matter by 17%. The inoculation of AMF resulted in a 30%
increase in shoot dry matter production, and a decrease of 51% in the
activity of the enzyme ascorbate peroxidase (APX) and 26% in the
activity of the enzyme guaiacol peroxidase (POD). The combination of
liming and FMA inoculation are effective strategies for the mitigation of
Cu toxicity to the ‘Paulsen 1103’ rootstock. In experiment 2, the
efficiency of the application of commercial AMF-containing inoculant in
vines was studied to improve efficiency in the use of nutrition.
Phosphorus is a critical and irreplaceable nutrient in plant nutrition, so the
availability of this nutrient may limit plant growth and production in some
circumstances. A potential strategy to increase phosphorus efficiency is
the inoculation of vines roots with AMF, thus this symbiosis can provide



a significant percentage of the phosphorus requirements of a plant as well
as potentially access phosphorus that the host cannot reach. AMF-
containing inoculants are widely used for this purpose. However, the
benefit of inoculants in the field is often variable, and in some cases their
use may introduce strains that are not beneficial to the system, potentially
resulting in an invasion by exotic mycorrhizal fungi. There are still many
doubts about its effectiveness, stabilization of the fungal community and
spreading to other areas and cultures. The objective of this experiment
was to evaluate the performance, stabilization and scattering of the
commercial inoculant of MYKE ® PRO GR containing Rhizoglomus
irregulare (DAOM 197198) on grapevine production, from greenhouse
seedlings production to field cultivation. AMF inoculation increased dry
matter yield by 24% and leaf area by 13%, from rootstocks in the
greenhouse, but had no field effect. The inoculated AMF community
stabilized in the field and spread to uninoculated plants. Pre-inoculation
of vines with AMF did not prove to be advantageous under real vineyard
conditions.

Keywords: Heavy metal; mycorrhizal colonization, DAOM 197198;
ddPCR; Vitis; inoculant; Rhizoglomus irregulare; Rhizophagus clarus.
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INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A viticultura possui grande importancia socioecondémica em
ambito mundial sendo cultivada nos cinco continentes com
aproximadamente 7,7 milhdes de hectares. Segundo dados da FAO
(2017), a producdo mundial de uvas atingiu 87,4 milhdes de toneladas no
ano de 2017.

No Brasil, a viticultura atingiu 75,5 mil hectares cultivados que
compreendem uma producdo anual aproximada de 1,91 milhdo de
toneladas da fruta em 2017 (FAO, 2017), sendo que o Rio Grande do Sul
€ o0 maior produtor, sequido do Vale do Sdo Francisco (Bahia e
Pernambuco), Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Minas Gerais, que
também se destacam no cultivo. Trata-se de uma atividade importante
para a sustentabilidade das pequenas propriedades no pais e tem se
tornado relevante na geracdo de empregos, principalmente na parte de
processamento da fruta. Na regido sul do Brasil, essa atividade ainda esta
fortemente ligada ao turismo (Melo, 2016).

A producdo de vinhos, sucos e derivados no Rio Grande do Sul
atingiu 583 milhdes de litros em 2015, sendo destes, 36% destinado a
producdo de vinhos de mesa, 6,4% para a produgdo de vinhos finos,
39,6% para sucos e 18% destinados a outros derivados (Melo, 2016).

Embora com alta produtividade, a alta umidade nas regides
vitivinicolas do Sul do Brasil torna as videiras suscetiveis a patdgenos
causadores de doencas flngicas foliares, como o mildio, que tem como
agente causal Plasmopara viticola, o qual pode causar grandes perdas de
producdo (Sénego et al., 2005). Com o intuito de controlar essas doengas,
as videiras sdo submetidas a aplicacGes sucessivas de fungicidas, sendo
muitos clpricos, podendo adicionar até 30 kg de Cu ha* ano™ ao sistema
de produgdo de uvas (Girotto et al., 2013). O elemento quimico chega ao
solo pela aplicacdo direta, precipitacdo ou senescéncia das folhas da
videira, causando acimulo no solo (Brunetto et al., 2014).

Depois que os vinhedos antigos sdo erradicados, o solo é revolvido
e o transplantio das videiras jovens é realizado. Porém, com o
revolvimento do solo é estimulada a mineralizagdo da matéria orgénica,
aumentando a disponibilidade de Cu as plantas, uma vez que grande parte
desse elemento estd complexado por compostos organicos (Brunetto et
al., 2014; Couto et al., 2015).

Com o aumento dos teores de Cu disponivel no solo, aumentara o
potencial de toxidez as plantas, que pode ser manifestado pelas
modificacdes na morfologia e anatomia de raizes, com consequente
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reducdo na absorcdo e no acumulo de nutrientes nas plantas — que pode
ser diagnosticado pela andlise de tecidos foliares, afetando negativamente
parametros relacionados ao crescimento, como o diametro do caule, altura
das plantas, area foliar, entre outros (Cambrollé et al., 2015; Ambrosini
et al., 2015). Ainda, pode ocorrer aumento na sintese de proteinas e
enzimas envolvidas na defesa aos danos oxidativos ocasionados pelo
estresse (Yang et al., 2011), alteracdo no transporte de elétrons da
fotossintese e fotoinibicdo (Cambrollé et al., 2015) e na distribuicdo dos
carboidratos no interior da planta, podendo causar acimulo de amido nas
folhas das plantas mais prejudicadas em funcdo do baixo crescimento
(Alaoui-Sossé et al., 2004; Kabata-Pendias, 2011). Em fung¢éo de tudo
iss0, ocorre menor crescimento das videiras jovens, retardando o inicio
da producdo de uva (Cambrollé et al., 2015).

E necessario evitar o transporte de Cu em excesso as folhas, pois,
em nivel celular, pode inativar ou danificar as estruturas proteicas
resultadas de ligagcGes com grupos sulfidrilas de proteinas e, assim, inibir
a atividade de enzimas, ou induzir deficiéncia de outros ions essenciais, 0
gue causa deficiéncia nos processos de transporte da célula e dano
oxidativo (Yruela, 2009).

Em elevadas concentragbes, o Cu ainda pode afetar
nutricionalmente as plantas de videira, ocorrendo diminuicdo do
metabolismo do nitrogénio (N) ocasionado pela reducdo das atividades
enzimaticas responsaveis, tendo por consequéncia baixos teores desse
nutriente nas folhas e demais partes da planta (Llorens et al., 2000). O
potéssio (K) também tem sua translocacdo afetada, apresentando
consequéncia direta no transporte de agua e crescimento das plantas,
podendo ser considerado um mecanismo de defesa da planta, em que a
reducdo do metabolismo é menos prejudicial, do que, em relacdo a
entrada de Cu pelas vias simplasticas e apoplasticas (Romeu-Moreno e
Mas, 1999), além da diminuicdo da absorcdo de agua e nutrientes
causadas pela deformacdo anatdmica nos canais de influxo das raizes
(Lequeux et al., 2010; Ambrosini et al, 2015).

Quando em concentracbes toxicas, 0s elementos-traco podem
causar danos as membranas celulares, acidos nucleicos e cloroplastos,
gerando aumento da producdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS),
que precisam ser catalisadas e eliminadas para proteger a planta do
estresse oxidativo (Tewari et al., 2002; Yruela, 2009). Como
consequéncia da perturbacéo do equilibrio entre a producéo e a atividade
do sistema antioxidante, pode ocorrer um aumento da atividade das
enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT), ascorbato peroxidase
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(APX) e superoxido dismutase (SOD) na tentativa de manter baixos os
niveis de oxigénio ativo (Zang et al., 2007).

Para diminuir o potencial de toxicidade do Cu, uma das formas que
tém apresentado importante funcdo na protecdo das plantas a toxicidade
a elementos-traco é a inoculagdo das raizes com fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) (Soares e Siqueira, 2008; Ambrosini et al., 2015;
Cabral et al., 2015). Como estratégia de sobrevivéncia, os FMA possuem
mecanismos para evitar a toxidez por elementos-traco, como a produgéo
de glomalina, uma glicoproteina que é secretada e liberada no solo
proporcionando a complexacdo dos elementos-traco (Folli-Pereira et al.,
2012). Além disso, os FMA podem compartimentalizar o Cu nos esporos
sem que existam danos no seu metabolismo e, por consequéncia, também
promove a redugdo da disponibilidade de Cu as raizes (Cornejo et al.,
2013; Cabral, et al., 2015).

Os FMA também podem amenizar os efeitos da toxidez de
elementos-traco por meio de outros mecanismos, como a retencdo dos
elementos-traco no micélio flngico ou pela melhoria do estado
nutricional de fésforo (P) das plantas simbidnticas (Soares e Siqueira,
2008; Ambrosini et al., 2015b; Cabral et al., 2015). A melhoria da
nutricdo de P as plantas pode proporcionar a formagdo de compostos de
ligacdo metal-fosfato, complexando os elementos-traco nas raizes e
evitando o seu transporte para a parte aérea (Soares e Siqueira, 2008). O
efeito protetor dos FMA ¢é dependente da espécie fungica e da sua
compatibilidade com a espécie vegetal (Meyer et al., 2016) e também da
concentracdo e formas quimicas dos contaminantes no solo (Kabata-
Pendias, 2011).

Para a cultura da videira, a estirpe flngica que tem mostrado
melhores resultados na colonizagdo de videiras cultivadas em solo com
acumulo de Cu é Rhizophagus clarus. Em estudo com videiras cultivadas
em solo arenoso com 32,9 mg kg de Cu, Rosa et al. (2016), inocularam
as videiras com trés estirpes de FMA, sendo: Dentiscutata heterogama,
Acaulospora morrowiae, e Rhizophagus clarus, seguido de um
tratamento sem inoculagdo. Neste estudo, destacou-se R. clarus, o qual
promoveu maior producdo de biomassa de folha e caule, maior absor¢édo
de P com consequente reducdo no teor de Cu nos tecidos das videiras
jovens.

Os beneficios proporcionados por R. clarus em termos de respostas
fisiolégicas foram anteriormente observados para outras espécies
vegetais, como Crotalaria juncea (Ferreira, et al., 2015). Entretanto, as
respostas fisioldgicas de mudas de videiras micorrizadas em solos
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contendo excesso de elementos-trago sdo escassas e precisam ser
investigadas.

Enquanto, no Sul do Brasil, um dos desafios na producdo viticola
€ 0 excesso de umidade, no hemisfério norte, nas regibes viticolas do
Canada, o clima é sempre seco e de baixa precipitacdo anual, facilitando
a manutencdo da sanidade das plantas no campo. Em virtude da baixa
necessidade de aplicacfes de fungicidas, e também pelo pH do solo ser
préximo a neutro, ndo ha problemas com excesso de Cu nos vinhedos.

Mesmo sem ter problemas com toxicidade por metais pesados, 0s
FMAs sdo amplamente usados e comercializados como biofertilizantes
no Canada com a proposta de aumento na eficiéncia do uso dos
fertilizantes, principalmente do fosforo.

Esse nutriente é considerado critico e insubstituivel na nutri¢do das
plantas. No entanto, a disponibilidade de fdsforo pode limitar o
crescimento das plantas em algumas circunstancias (Vitousek et al.,
2010). Isso faz com que, na agricultura moderna, o fésforo suplementar
seja necessario, pois os rendimentos das colheitas obtidos superam a
guantidade que pode ser obtida apenas com o fésforo de solo.

Em consequéncia do grande uso de adubacéo fosfatada, as reservas
extraiveis de fosfato de rocha que ndo sdo renovaveis podem se esgotar
em décadas (Abelson, 1999, Cordell et al., 2009). Com isso, faz-se
necessario que o aumento da eficiéncia do uso de nutrientes na agricultura
desempenhe um papel importante na abordagem da lacuna entre a oferta
e a demanda futuras (Cordell e White 2013).

Uma estratégia proposta para aumentar a eficiéncia é otimizar o
ciclo de nutrientes mediado por micro-organismos para promover a
absor¢do maxima da cultura (Thirkell et al., 2017), o que inclui 0os FMAs.

Os FMAs simbiontes obrigatorios de raizes se associam a grande
maioria das plantas e transferem nutrientes, principalmente fésforo, para
a planta hospedeira em troca de carbono (Smith e Read, 2008). As plantas
micorrizadas dependem desses nutrientes pelos parceiros flngicos, e
podem fornecer uma porcentagem significativa dos requisitos de fésforo
de uma planta, bem como potencialmente acessar o fésforo que o
hospedeiro ndo pode acessar (Smith e Read, 2008).

Pensando nisso, o Canada conta com inUmeros inoculantes
contendo FMA disponiveis e comercializados livremente no mercado e
amplamente utilizados. Porém, ainda ha muitas perguntas nao
respondidas sobre sua eficécia, estabilizacdo das comunidades flngicas,
da contaminagdo para outras areas e dos danos que podem ocorrer nas
comunidades flngicas nativas pela introducdo de um fungo exoético.
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OBJETIVOS
Objetivo geral

1. Avaliar os efeitos da interacdo entre a calagem e a
inoculacdo de FMA (Rhizophagus clarus) no crescimento, parametros
fotossintéticos e atividade de enzimas indicadoras de estresse oxidativo
em porta-enxerto de videira “Paulsen 1103” cultivada em substrato com
elevado contetdo de Cu.

2. Avaliar o desempenho, estabilizacdo e espalhamento do
inoculante comercial de fungos micorrizicos MYKE® PRO GR, que
contém Rhizoglomus irregulare (DAOM 197198), nos porta enxertos de
videira: Riparia Gloire (Vitis riparia), 3309 Coudrec (Vitis riparia x Vitis
rupestris), 101-14 Millardet e Grasset (Vitis riparia x Vitis rupestris),
Schwarzmann (Vitis riparia x Vitis rupestris), Salt Creek (Vitis
champinii) e 5C Teleki (Vitis berlandieri x Vitis riparia), desde a
producdo das mudas em casa de vegetacdo até o cultivo a campo.

Obijetivos especificos

1. a) Avaliar a interacdo dos fatores: calcario, FMA e Cu no porta
enxerto “Paulsen 1103”.

b) Avaliar o desempenho do porta-enxerto de videira P1103 por meio de
pardmetros de crescimento;

¢) Mensurar as trocas gasosas e a flurescéncia da clorofila a;

d) Quantificar os pigmentos fotossintéticos: clorofilas e carotenoides;

e) Quantificar a atividade das enzimas: APX (E.C. 1.11.1.11), CAT (E.C.
1.11.1.6), POD (E.C. 1.11.1.7) e SOD (E.C. 1.15.1.1);

f) Avaliar a porcentagem de colonizagdo micorrizica nas raizes das
videiras;

2. a) Avaliar o desempenho da inoculagdo de FMA em videiras
cultivadas em casa de vegetagéo.

b) Avaliar o desempenho da pré-inoculacdo de FMA em videiras
cultivadas a campo.

c) Avaliar a estabilizacdo da comunidade flngica inoculada nas videiras.
d) Avaliar se a comunidade fngica se espalhou e colonizou plantas ndo
pré-inoculadas.
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CAPITULO 1.

CALAGEM E INOCULACAO DE RHIZOPHAGUS CLARUS EM
PORTA-ENXERTOS DE VIDEIRA “PAULSEN 1103” PARA
AMENIZACAO DA TOXICIDADE POR COBRE
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CALAGEM E INOCULACAO DE RHIZOPHAGUS CLARUS EM
VIDEIRAS PARA AMENIZACAO DA TOXICIDADE POR COBRE.

RESUMO

Solos de vinhedos antigos possuem altos contelidos de cobre (Cu),
provinientes de aplicacdes de fungicidas cupricos foliares, que causam
toxicidade as videiras jovens, dificultando o estabelecimento do vinhedo.
A calagem e a inoculacéo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo
estratégias potenciais para diminuir a toxicidade de Cu ao porta-enxerto
Paulsen 1103 no replantio. O estudo objetivou avaliar os efeitos da
interacdo entre a calagem e a inoculagcdo de FMA (Rhizophagus clarus)
no crescimento, colonizacdo das raizes, parametros fotossintéticos e
atividade de enzimas antioxidantes em porta-enxerto de videira “Paulsen
1103” cultivado em substrato com elevado contetdo de Cu. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacao, utilizando-se substrato
coletado em campo natural, com e sem adicéo de 3 Mg ha* de calcério e
artificialmente contaminado pela adi¢éo de 0, 50, 100 e 150 mg kg de
Cu. No momento do transplante das videiras, foi aplicado o tratamento de
FMA, sendo com e sem inoculacdo de Rhizophagus clarus. As videiras
foram cultivadas por 3 meses, podadas, e cultivadas por mais 3 meses,
guando foram analisados: fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas,
pardmetros de  crescimento, concentraces dos  pigmentos
fotossintetizantes, atividade das enzimas ascorbato peroxidase, catalase,
guaiacol peroxidase, superdxido dismutase, e a porcentagem de
colonizacdo micorrizica nas raizes. A calagem e a inoculacdo de FMA
apresentaram grande potencial na diminuicdo dos efeitos toxicos do
elevado teor de Cu no substrato, contribuindo para maior crescimento,
menor atividade de enzimas antioxidantes, menor dano fotossintético e
maior colonizacdo das raizes. Por outro lado, o aumento das
concentragdes de Cu mostrou grande potencial toxico e reduziu em 70%
a colonizacdo das raizes pelos FMAs, em 43% a altura de planta e 17% a
producdo de matéria seca. A inoculacdo de FMA resultou em um
acréscico 30% na producdo de matéria seca de parte aérea, € um
decréscimo de 51% na atividade da enzima ascorbato peroxidase e 26%
na atividade da enzima guaiacol peroxidase. A combinacdo de calagem
com a inoculacdo de FMA sdo estratégias eficazes na amenizagdo da
toxicidade por Cu para videiras jovens.

Palavras-chave: Colonizacdo micorrizica; fungos micorrizicos
arbusculares; fotossintese; fluorescéncia da clorofila a; metal pesado.
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ABSTRACT

Old vineyard soils have high copper (Cu) contents, originating from foliar
fungicide applications that cause toxicity to young vines, making it
difficult to establish a vineyard. Liming and inoculation of arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) are potential strategies to reduce Cu toxicity to
the ‘Paulsen 1103’ rootstock at replanting. This study aimed to evaluate
the effects of the interaction between liming and inoculation of AMF
(Rhizophagus clarus) on root growth, root colonization, photosynthetic
parameters and antioxidant enzyme activity on the ‘Paulsen 1103’
grapevine rootstock grown on a substrate with a high content of Cu. The
experiment was conducted in a greenhouse, using substrate collected in
the natural field, with and without the addition of 3 Mg ha™* of limestone
and artificially contaminated by the addition of 0, 50, 100 and 150 mg kg
1 of Cu. At the moment of transplanting of the vines, the treatment of
AMF was applied, being with and without inoculation of Rhizophagus
clarus. The vines were cultivated for 3 months, pruned, and cultivated for
another 3 months, when analyzed: chlorophyll a fluorescence, gas
exchange rate, growth parameters, concentrations of photosynthetic
pigments, activity of the enzymes ascorbate peroxidase (APX), catalase
(CAT), guaiacol peroxidase (POD), superoxide dismutase (SOD), and the
percentage of mycorrhizal colonization in the roots. The liming and
inoculation of AMF showed great potential in reducing the toxic effects
of high Cu content in the substrate, contributing to higher growth, lower
activity of antioxidant enzymes, lower photosynthetic damage and higher
root colonization. On the other hand, the increase in Cu concentrations
showed a big toxic potential and reduced root colonization by AMF by
70%, plant height by 43% and dry matter production by 17%. The
inoculation of AMF resulted in a 30% increase in shoot dry matter
production, and a decrease of 51% in the activity of the enzyme ascorbate
peroxidase and 26% in the activity of the enzyme guaiacol peroxidase.
The combination of liming with AMF inoculation are effective strategies
in mitigating Cu toxicity for young vines.

Keywords: Mycorrhizal colonization; arbuscular mycorrhizal fungi;
photosynthesis; chlorophyll a fluorescence; heavy metal.
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INTRODUCAO

A aplicacdo de fungicidas cupricos, como a calda bordalesa
[(CuSO4 + Ca(OH,)], é uma préatica de manejo comum no cultivo de
frutiferas e visa controlar preventivamente doencas fungicas foliares. Na
producdo de videiras, por exemplo, sdo realizadas aplicagdes sucessivas
de calda bordalesa ao longo do ciclo produtivo da cultura, possibilitando,
assim, a obtengéo da sua produtividade maxima e uvas com composi¢cdo
adequada de agucares e fenois para elaboracdo de vinhos, sucos e
espumantes. Contudo, durante o processo de aplicacdo do fungicida, parte
deste é depositado sobre o solo e ao longo dos anos de cultivo observa-se
aumento consideravel do contetdo de Cu em solos de vinhedos antigos
(Brunetto et al., 2016; Tiecher et al., 2017; 2018). Quando ocorre a
erradicacdo dos vinhedos antigos, o solo é revolvido e videiras jovens sdo
transplantadas. Porém, o excesso de Cu no solo pode causar toxidez as
videiras, dificultando o estabelecimento do vinhedo.

O Cu é essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas, porque atua como cofator em enzimas como a Cu/Zn superoxido
dismutase (SOD), citocromo oxidase, amino oxidase, plastocianinas e
polifenol oxidase (Yruela, 2005). Mas em elevadas concentragdes no
tecido da planta, o Cu pode causar toxidez, por afetar a funcdo de
transportadores de membrana e canais idnicos (Janicka-Russak et al.,
2008), podendo ocorrer 0 aumento da permeabilidade ndo-especifica da
membrana, o que resulta em desequilibrios nutricionais (Ferreira et al.,
2015). Além disso, o Cu pode causar danos ao aparato fotossintético das
plantas (Cambrollé et al., 2015; Tiecher et al., 2018) e ocasionar estresse
oxidativo por causa do desequilibrio entre as respostas antioxidantes e o
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), por meio
da reacdo de Fenton (Girotto et al., 2013).

Assim, torna-se necessario o estabelecimento de estratégias de
manejo em solos contaminados com Cu para diminuir a disponibilidade
de Cu no solo e, por consequéncia, sua toxidez as videiras. Dentre estas
estratégias, estd o uso da calagem, que, em solos acidos com elevado teor
de Cu, como é o caso dos vinhedos do sul do Brasil, pode reduzir a
toxicidade do Cu em plantas como a videira (Ambrosini et al., 2015). A
calagem faz com que o aumento do hidréxido de cobre na solugéo do solo
pelo aumento do pH, provoque a complexacdo e precipitacdo de Cu, e
aumente a capacidade de troca catidnica (CTC), aumentando a adsor¢do
de metais pesados (Joris et al., 2012). Além disso, a calagem aumenta o
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conteudo de célcio (Ca) e magnésio (Mg) no solo, que competem com Cu
pelas vias de absorcao (Kopittke et al., 2011), reduzindo o acimulo de Cu
nas raizes e o transporte do elemento aos brotos (Juang et al., 2014).

Outra estratégia para diminuir a toxidez de Cu as videiras é a
inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA), que podem
estabelecer simbiose radicular com plantas, inclusive com as videiras
(Ambrosini et al., 2015; Rosa et al., 2016). Com isso, os FMA podem
exercer efeito fitoprotetor em solos com alto teor de Cu, envolvendo
mecanismos como o efeito de diluigdo dos elementos tdxicos no tecido,
em funcdo do favorecimento do crescimento das plantas, excluséo da
absorcao por meio da precipitacdo ou quelacdo dos elementos na rizosfera
(Cabral etal., 2015). Alémdisso, a colonizacao radicular pelos FMA pode
diminuir a absorcdo de Cu devido & retencdo e imobilizacdo de metais
pesados nas estruturas fungicas (Cornejo et al., 2013; Cabral et al., 2015),
com consequente reducdo da transferéncia dos elementos das raizes para
a parte aérea (Ambrosini et al., 2015; Rosa et al., 2016). Porém, estes
efeitos positivos dos FMA na fitoprotegdo sdo diferenciados entre os
isolados fingicos, 0 metal pesado e a espécie vegetal (Meyer et al., 2016).

Embora a aplicagdo de calagem no solo e a inoculacdo de FMA
apresentem um grande potencial na remediacdo da toxidez de Cu em
plantas cultivadas em solos contaminados, poucos sdo 0s estudos que
utilizaram a combinacdo destas estratégias para a fitoprotecdo da
toxicidade de metais pesados, especialmente em videiras jovens
cultivadas em solos de vinhedos contaminados com Cu. O estudo
objetivou avaliar os efeitos da interagcdo entre a calagem e a inoculacéo
de FMA (Rhizophagus clarus) no crescimento, parametros fotossintéticos
e atividade de enzimas indicadoras de estresse oxidativo em videiras
jovens cultivadas em substrato com elevado contetdo de Cu.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e conducao experimental

As videiras utilizadas no experimento sdo do porta-enxerto
‘Paulsen 1103” (Vitis berlandieri x Vitis rupestris) obtidas através da
micropropagacéo, utilizando o meio de cultura DSD1 com 20 g L de
sacarose e 6,0 g L™ de agar (Silva & Doazan, 1995) e, posteriormente, as
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plantas foram aclimatizadas com substrato, composto organico e solo,
estéril em casa de vegetacdo por aproximadamente 60 dias.

No momento do transplante, em novembro de 2016, foi realizada
a inoculacéo das mudas, por meio da adicdo de solo-indculo, diretamente
sob as raizes, de modo a fornecer 200 esporos de Rhizophagus clarus em
vasos com capacidade de 3 dm?® de substrato. O experimento foi
conduzido por 6 meses em casa de vegetacdo com teto de manta plastica
e ventilacdo negativa forcada, com irrigagdo manual, em delineamento
experimental em blocos casualizados em esquema fatorial 2x2x4, com
seis repeticOes, sendo: com e sem calagem; com e sem inoculacdo de
FMA; e 4 concentragdes de Cu (0, 50, 100 e 150 mg kg™?). As videiras
foram cultivadas por trés meses, podadas deixando-se trés gemas a partir
do solo e, entdo, cultivadas por mais trés meses, quando foram realizadas,
na fase final do experimento, as coletas de dados de trocas gasosas €
fluorescéncia da clorofila a, altura de planta e nimero de folhas. O
experimento foi encerrado com a coleta de amostas para determinacdo da
colonizagdo micorrizica das raizes, quantificacdo das clorofilas e dos
carotenoides, determinacdo da atividade enzimatica de APX (E.C.
1.11.1.11), CAT (E.C. 1.11.1.6), POD (E.C. 1.11.1.7), SOD (E.C.
1.15.1.1).

Coleta e preparo do substrato

O substrato utilizado foi um Typic Hapludalf (Soil Survey Staff,
2006), procedente de uma area de campo natural ndo antropizado
(30°47°23,5>’S e 55°22°7,0°°W), com contelido naturalmente baixo de Cu
e adjacente a um vinhedo da regido da Campanha Gaucha, municipio de
Santana do Livramento (RS), regido Sul do Brasil.

O substrato foi coletado na camada de 0,00-0,20 m, seco ao ar,
passado em peneira com malha de 2 mm, homogeneizado e reservado.

Com relag&o ao substrato reservado, parte dele ndo recebeu adigéo
de calcario, e na outra parte foi adicionado dose de calcario equivalente a
3,0 Mg ha'! de CaCO; (PRNT 100%) para elevar o pH a 6,2;
homogeneizado e, posteriormente, incubado por 60 dias. O calcério
utilizado era composto por uma mistura de CaCO3z e MgCOs, ambos da
marca Synth (reagentes PA), com proporcao para manter a relacdo Ca:Mg
de 2:1. O substrato foi dividido em 4 porcGes: a primeira mantida sem
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adicdo de Cu; a segunda recebeu a aplicacdo de 50 mg kg de Cu; a
terceira 100 mg kg de Cu; a quarta 150 mg kg de Cu. O Cu foi
adicionado na forma de CuS0O..5H20 (reagente PA da marca Synth). O
substrato ficou incubado novamente por 60 dias. Nas duas incubagoes, 0
substrato foi mantido com agua a 70% da capacidade de campo.

Ao final do periodo de incubacéo, o substrato foi esterilizado em
autoclave por um periodo de duas horas, por duas vezes, para eliminar os
FMAs autdctones e garantir a auséncia de microrganismos que poderiam
interferir no estudo.

Uma amostra do substrato foi coletada para caracterizagdo fisica e
quimica antes de iniciar o plantio das videiras (tabela 1). Ao final do
experimento, foi realizada a analise do contedo de fésforo (P), potassio
(K), cobre (Cu) e zinco (Zn) no substrato (tabela 2).
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Tabela 1. Caracterizacdo quimica e fisica do substrato antes da implantacdo do experimento (Ferreira et al., 2015).

---------- Sem calagem --------- --------- Com calagem ---------

--------- (mg kg Cu) ---------- --------- (mg kg* Cu) ---------
Caracteristicas do solo 0 50 100 150 0 50 100 150
pH (H20) 4,9 53 52 5,2 6,4 6,7 6,6 6,6
TOC (gkg™?) 2,0 0,6 1,2 0,6 2,4 0,6 0,4 0,4
Cu EDTA (mg kg™ 1,64 51,2 122,5 168,6 31 37,1 56,8 87,7
P disponivel por Mehlich-1 (mg kg™?) 36 19,3 30,3 21,0 28,6 9,3 8,7 22,6
Ca trocavel (mg kg™) 0,8 0,5 0,8 0,6 0,8 1,1 0,6 0,6
Mg trocavel (mg kg™?) 0,5 0,3 0,5 0,4 1,1 1,3 0,8 0,6
Argila (g kg™) 8 8 8 9 7 7 6 6
Aluminio 0,2 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabela 2. Conteudo de fésforo (P), potéassio (K), cobre (Cu) e zinco (Zn), no substrato ao final do experimento.

------------------ Sem calagem ------------------ memmmmmememeneeeeae- COM Calagem --------=-seeee-

Elemento\Cu 0 50 100 150 0 50 100 150 0 50 100 150 O 50 100 150

P (mg L% 697 805 874 1040 805 717 754 817 438 585 583 732 414 452 65 869
K(mgL?') 397 563 74 947 597 563 71 81 377 563 47 663 423 48 593 70
Cu(mgL?) 09 548 92 1222 09 41,1 921 1305 101 342 465 393 056 3370 5124 57,7
Zn(mgLY) 34 38 31 25 25 33 32 27 30 22 26 14 13 13 19 27
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Coleta do material vegetal

Ao final do periodo de cultivo, foi determinada a altura das plantas
usando-se régua graduada. Posteriormente, as plantas foram separadas em
raizes, caules e folhas. Na sequéncia, a massa fresca (MF) de cada parte
foi determinada em balanca de precisao.

Uma porcdo 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. A outra porgdo
da MF foi reservada para as analises de clorofilas a, b e total, carotenoides
e atividade de enzimas antioxidantes.

Colonizagdo micorrizica total

Aproximadamente 2,0 g de raizes foram armazenadas em FAA
para serem submetidas a clarificacdo e coloracdo com azul de tripan
(Koske & Gemma, 1989), para a avaliacdo da colonizagdo micorrizica
pelo método das interseccdes em placas reticuladas (Giovannetti &
Mosse, 1980).

Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

As medicBes de trocas gasosas foram realizadas aos cinco meses
de cultivo com um analisador portétil de CO- por infravermelho (IRGA),
LI-6400 XT (LICOR, USA), sendo a area da camara de 2 cm? e
concentragdo de CO, do ar de 400 ppm. Foram avaliadas as taxas de
assimilacdo de CO> (As), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (Tr)
e concentracdo interna de CO; na célula (Ci). As avaliagcdes foram
realizadas entre 9 e 11 horas da manha, com luminosidade controlada de
1000 umol féton m2 s, Para essa avaliacdo, foi utilizada como padréo
uma folha sadia e completa do terco médio da planta.

Ainda, foram realizadas medicdes de emisséo da fluorescéncia da
clorofila a com um fluorimetro de luz modulada MINI-PAM (Walz,
Germany), para obter o potencial quantico efetivo do fotossistema Il
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(Y (1)), a taxa de transporte de elétrons (ETR) e o rendimento quéntico
méaximo do fotossistema Il (Fv/Fm). As mensuracfes foram realizadas
com o auxilio de pincas de metal (DLC-8) acopladas ao sensor MINI-
PAM, colocadas na regido mediana das folhas, em um dos lados do limbo
foliar, evitando a nervura central. Antes de cada determinagdo individual,
uma porc¢édo da folha foi mantida no escuro, por pelo menos 30 minutos,
para que todos os centros de reacdo naquela regido da folha adquirissem
a condicédo de “abertos”, conforme indicagdes que constam em Maxwell
& Johnson (2000). As leituras foram realizadas no periodo das 9 as 11
horas nas folhas do ter¢co médio de cada planta.

Quantificacao de pigmentos fotossintéticos

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

Extracdo de enzimas e determinacdo da atividade enzimatica de APX
(E.C. 1.11.1.11), CAT (E.C. 1.11.1.6), POD (E.C. 1.11.1.7), SOD (E.C.
1.15.1.1)

Para extracdo enzimatica e quantificacdo de proteinas, 0,5 g de
amostra de raizes foram moidas em nitrogénio liquido e homogeneizadas
em tampdo fosfato 100 mM pH 7,0 suplementado com 1 mM de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e 1 mM de polivinilpirrolidona (PVP).
Triton 0,1% (v/v) foi adicionado ap6s a homogeneizacdo. As amostras
foram mantidas em geladeira por 15 minutos até a centrifugacéo (4 °C,
4000 rcf por 15 minutos). O teor total de proteina solGvel nos
sobrenadantes foi determinado utilizando-se albumina de soro bovino
(BSA) como padrdo (Bradford, 1976). Para quantificacdo de proteinas e
a atividade enzimatica utilizou-se 0 mesmo volume.

Para a atividade da superdxido dismutase (SOD), foi realizada a
observacdo da diminui¢do na absorbéncia da formazona feita pela foto-
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absorcéo via nitro-azul tetraz6lio (NBT) e interagdo radical superdxido.
O contetido em mistura reacional: tampéo de fosfato a pH 7,8 a 50 mM,
metioninaa 13 mM, NBT a 75uM, EDTA a 100 mM, riboflavina a 2 pM.
A reacdo comecou quando os tubos foram colocados em uma cdmara com
duas lampadas fluorescentes de 15 W por 10 min. Um tubo ndo irradiado
contendo a mesma amostra serviu de branco para o célculo. A absorbancia
foi medida a 560 nm. Uma unidade de SOD ¢é a atividade enzimatica
necesséria para 50% da inibicdo de fotoreducéo de NBT (Giannopolitis
& Ries, 1977). A atividade da ascorbato peroxidase foi determinada
medindo-se a diminuicdo da absorbanciaem 290 nm (E=2,8 mMtcm™)
por 10 minutos. A mistura reacional continha tampao de fosfato a pH 7,0
a 50 mM, EDTA a 5 mM, 4&cido ascorbico a 50 mM e peréxido de
hidrogénio a 4,75 mM a 30% (Koshiba, 1993). A mistura reacional para
medicdo de atividade da catalase continha tampéo de fosfato a pH 7,0 a
50 mM suplementado com H.O; a 12,5 mM a 30%. A diminui¢do da
absorbancia foi medida a 240 nm (E = 39,4 mM™ cm™) por 10 min
(Peixoto et al., 1999). A mistura reacional de guaiacol peroxidase (GPX)
continha 5 mL de tampéo fosfato pH 6,0 a 50 mM suplementado com 12,5
uL de guaiacol (2-etoxifenol) e 16,3 uL de H2O2 a 30%. Esta atividade é
medida pelo aumento da absorbancia devido & oxidagdo do guaiacol a 470
nm por 20 minutos (E = 26,6 mM*cm™?).

Analises estatisticas

Para testar se a calagem, a pré-inoculacdo de FMA e os teores de
cobre afetaram os resultados obtidos no experimento, utilizou-se o
modelo linear de efeito misto (Ime4 " versdo 1.1-12, Modelos Lineares-
Efeitos Mistos) (Bates et al., 2018). O tratamento de calagem, inoculagdo
e adicdo de cobre foram fatores fixos e o bloqueamento experimental foi
considerado como um fator aleatério. Os dados foram transformados
logaritmicamente, quando necessario (Colonizacdo micorrizica, Guaiacol
peroxidase e Superdxido dismutase), para permitir a distribuicdo normal
dos residuos do modelo. O teste de Shapiro-Wilk foi usado para testar a
normalidade entre os residuos.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no R studio (Verséo
1.0.136 - © 2009-2016 RStudio, Inc.). Boxplots foram gerados usando o
pacote ggplot (Wickham, 2010) em R studio (Verséo 1.0.136 - © 2009—
2016 RStudio, Inc.).
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RESULTADOS

Colonizagdo micorrizica das raizes

A colonizacdo micorrizica das raizes das videiras sofreu drastica
diminui¢do com o aumento do contetdo de Cu no substrato (Figura 1).
Como era esperado, ocorreu interagdo entre a inoculagdo com FMA e a
toxicidade por Cu. As videiras que nao receberam inoculagéo também nao
apresentaram colonizagdo micorrizica, 0 que mostra que ndo houve
contaminacdo entre os tratamentos.
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Figura 1. Colonizacdo micorrizica das raizes (%) - interacdo dos
contelidos de Cu (mg kg™) com a inoculacéo de Rhizophagus clarus, em
raizes do porta-enxerto de videira “Paulsen 1103 cultivado em substrato
com e sem calagem, com e sem inoculacdo de FMA e submetidas a
contaminacéo por elevado teor de Cu.

A maior colonizacdo micorrizica foi encontrada nas raizes das
videiras inoculadas que ndo receberam adigdo de Cu, sendo 60 % de
colonizacéo das raizes. A colonizagdo foi decrescendo até atingir o menor
valor, 18 % de colonizacdo, que foi encontrado no mais alto contetido de
Cu testado, ou seja, 150 mg kg, isso representa uma queda de 70% na
colonizagdo das raizes pelos FMA com a adigdo de 150 mg kg de Cu. A
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calagem ndo teve efeito sobre a colonizacdo micorrizica das raises das
videiras.

Parametros morfoldgicos

A altura de planta apresentou interagéo significativa para os fatores
calagem e Cu (Figura 2). As videiras cultivadas em substrato sem adi¢do
de calagem tiveram a altura de planta diminuida gradativamente com o
aumento do contedido de Cu. O maior crescimento de planta, quando sem
calagem, foi de 85 cm, obtido nas videiras que ndo receberam adicao de
Cu e o menor crescimento foi de 48,6 cm, obtido nas videiras que
receberam a adicdo de 150 mg kg, representando um crescimento de
planta 43 % menor.
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Figura 2. Altura de plantas (cm) - interacdo dos contetidos de Cu (mg kg
1) com a calagem, em porta-enxerto de videira “Paulsen 1103” cultivado
em substrato com e sem calagem, com e sem inoculagdo de FMA e
submetidas a contaminacdo por elevado teor de Cu.

As videiras cultivadas com adicdo de calcario mantiveram
estatisticamente a mesma altura de planta para as videiras cultivadas sem
adicdo de Cu e com adicdo de 50 e 100 mg kg*. Mesmo assim, as videiras
que receberam a adicdo de 150 mg kg de Cu tiveram diminuicdo da
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altura de planta e vieram a apresentar a menor altura de planta dentre as
videiras que receberam a adi¢do de calcario no substrato.

A matéria seca de parte aérea foi significativa para os fatores
calagem x FMA e também para Cu x calagem (Figura 3). A matéria seca
de parte aérea foi maior nas videiras inoculadas com FMA em
comparacgdo com as videiras ndo inoculadas quando o substrato recebeu
adicdo de calagem (Figura 3 (a)). As videiras inoculadas obtiveram 19,5
g de matéria seca de parte aérea, contra 15 g para as videiras ndo
inoculadas, representando um acrésimo de 30 % com a inoculagdo. As
videiras cultivadas em substrato sem adi¢do de calagem, ndo obtiveram
resultado significatifo com a inocula¢do com FMA.
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Figura 3. Matéria seca de parte aérea (g) — interagdo entre inoculacdo de
FMA e calagem (a), interacdo entre os conteidos de Cu (mg kg?) e
calagem (b), em porta-enxerto de videira “Paulsen 1103” cultivado em
substrato com e sem calagem, com e sem inoculacdo de FMA e
submetidas a contaminacdo por elevado teor de Cu.

Na figura de interacdo entre os fatores calagem x Cu (Figura 3 (b)),
verificou-se que quando as videiras foram cultivadas em substrato com a
adicdo de calagem, a adicdo de Cu ndo resultou em decréscimo da
producdo de matéria seca.

Por sua vez, as videiras cultivadas em substrato sem a adi¢do de
calagem, o aumento do contetdo de Cu no substrato foi prejudicial e
resultou em decréscimo de 16,9 % na producgdo de matéria seca de parte
aérea quando houve adicdo de 150 mg kg* de Cu em comparagdo a
guando ndo ocorreu adi¢do de Cu. Neste caso, a maior producdo de
matéria seca foi obtida nas videiras que ndo receberam aplicacédo de Cu,
enquanto as duas menores producfes de matéria seca, estatisticamente
iguais, foram obtidas nas plantas cultivadas em substrato com adi¢éo de
100 e 150 mg kg de Cu. Nédo houve interacdo entre os fatores FMA e
Cu.

O numero de folhas das videiras ndo teve efeito de interacdo entre
os fatores, mas teve efeito significativo para calagem e também para Cu
(Figura 4). As videiras cultivadas em substrato com adi¢do de calagem
produziram maior nimero de folhas em comparagdo com as videiras
cultivadas em substrato sem calagem, sendo estes, 17 e 12 folhas,
respectivamente (Figura 4 (a)).
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Figura 4. Numero de folhas (n) — efeito da calagem (a), efeito do
contetdo de Cu (mg kg?) (b), em porta-enxerto de videira “Paulsen 1103”
cultivado em substrato com e sem calagem, com e sem inoculacdo de
FMA e submetidas a contaminacéo por elevado teor de Cu.

O numero de folhas das videiras cultivadas sem a adi¢do de Cu ou
com a adicdo de 50 mg kg, estatisticamente iguais, foi maior em
comparagdo com as videiras cultivadas em substrato com a adicéo de 100
e 150 mg kg de Cu, que também foram estatisticamente idénticas (Figura
4(b)). A inoculacédo das videiras com FMA ndo proporcionou diferenca
para o nimero de folhas.

A adicdo de calagem e de Cu no substrato afetaram o nimero de
nos (Figura 5). O nimero de nés foi maior para as videiras cultivadas em
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substrato com a adicdo de calagem quando em comparacdo com as
videiras cultivadas sem a adicdo de calagem, sendo 17 e 14 nds,
respectivamente (Figura 5 (a)).
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Figura 5. Namero de nds (n) — efeito da calagem (a), efeito do contetido
de cobre (mg kg?) (b), em porta-enxerto de videira “Paulsen 1103
cultivado em substrato com e sem calagem, com e sem inoculacdo de
FMA e submetidas a contaminacao por elevado teor de Cu.
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As videiras cultivadas em substrato sem a adi¢do de Cu ou com a
adicdo de 50 mg kg apresentaram maior nimero de nés quando em
comparagao com as videiras cultivadas em substrato com a adi¢do de 100
e 150 mg kg de Cu (Figura 5 (b)). O nimero de nés obtido foi de 16, 16,
14 e 14 n6s para as videiras cultivadas com adi¢do de Cu de 0, 50, 100 e
150 mg kg, respectivamente. Ndo houve efeito significativo para a
inoculacdo de FMA e também nédo ocorreu efeito de interacdo entre os
fatores avaliados.

Pigmentos fotossintéticos

O contetdo de clorofila total apresentou efeito de interacéo entre
inoculacdo de FMA x calagem e também entre adi¢cdo de Cu x calagem
(Figura 6). O conteudo de clorofila total foi 13% maior nas videiras
cultivadas em substrato com adigédo de calagem e sem inoculacdo de FMA
em comparagdo com as videiras cultivadas em substrato com adigéo de
calagem e inoculacdo de FMA. Para as videiras cultivadas em substrato
sem a adicdo de calagem, a inoculagdo de FMA néo interferiu no contelido
de clorofila total (Figura 6 (2)).
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Figura 6. Contetdo de clorofila total (mg g MF?) — interagdo entre
inoculacdo de FMA e calagem (a), interacdo entre o contelido de Cu e
calagem (b), em folhas do porta-enxerto de videira ‘“Paulsen 1103”
cultivado em substrato com e sem calagem, com e sem inoculagédo de
FMA e submetidas a contaminacao por elevado teor de Cu.

As videiras cultivadas em substrato com a adicdo de calagem e
adicdo de 100 mg kg* de Cu apresentaram maior contetido de clorofila
total em comparagdo com as videiras cultivadas em substrato com adi¢ao
de calagem e adicdo de 0, 50 e 150 mg kg de Cu (Figura 6 (b)).
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O contetdo de clorofila total foi menor nas videiras cultivadas em
substrato sem a adigéo de calagem e adicédo de 100 mg kg de Cu quando
em comparagao com as videiras cultivadas em substrato sem a adi¢do de
calagem e adicéo de 0, 50 e 150 mg kg de Cu (Figura 6 (b)).

O conteldo de carotenoides totais das folhas das videiras
apresentou interacdo significativa para os fatores adicdo de Cu no
substrato x inoculacdo de FMA e também para os fatores adi¢do de
calagem x adi¢do de Cu no substrato (Figura 7). Ndo houve efeito de
interacdo entre os fatores adi¢do de calagem no substrato x inoculagéo das
videiras com FMA.
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Figura 7. Contelido de carotenoides totais (mg g MF?) - interacéo entre
o0 contetido de Cu (mg kg*)e a inoculacdo de FMA (a), interacéo entre o
contetido de Cu e a calagem (b), em folhas do porta-enxerto de videira
“Paulsen 1103” cultivado em substrato com e sem calagem, com e sem
inoculacdo de FMA e submetidas a contaminagéao por elevado teor de Cu.

O contetdo de carotenoides totais foi maior para as videiras
cultivadas sem inoculacéo de FMA e com adicdo de 150 mg kg™ de Cu
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no substrato em comparacdo com as videiras cultivadas sem a inocula¢do
de FMA e a adicdo de 0, 50 e 100 mg kg de Cu no substrato (Figura 7

(@)

Para as videiras micorrizadas, o teor de carotenoides totais foi
menor naquelas cultivadas em substrato sem adicdo de Cu em
comparacao com as videiras micorrizadas cultivadas em substrato com a
adicdo de 50, 100 e 150 mg kg* de Cu (Figura 7 (a)).

O conteudo de carotenoides totais foi maior nas folhas das videiras
cultivadas em substrato com a adicéo de calagem e adi¢do de 150 mg kg
! de Cu em comparacdo com as videiras cultivadas em substrato com
adigdo de calagem e adigdo de Cu de 0, 50 e 100 mg kg (Figura 7 (b)).

Nas folhas das videiras cultivadas em substrato sem a adigdo de
calagem, o conteudo de carotenoides totais ndo variou significativamente
com a adicdo de Cu no substrato (Figura 7 (b)).

Parametros de trocas gasosas

A assimilacdo de CO, (As) mensurada nas folhas das videiras
apresentou interacdo significativa entre os fatores adi¢do de calagem e
adicdo de Cu no substrato (Figura 8). A assimilagdo de CO; foi maior nas
videiras cultivadas em substrato com adi¢do de calagem e sem adicdo de
Cu ou com adicdo de 50 mg kg?, sendo 4,96 e 4,47 pmol m? s,
respectivamente, em comparagdo com as videiras cultivadas em substrato
com adicdo de calagem e adicdo de 100 e 150 mg kg de Cu, sendo 3,78
e 3,58 umol m? s1, respectivamente, o que evidencia que o aumento do
contetido de Cu no substrato prejudicou a assimilagdo de CO2 nas videiras
que receberam calagem.
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Figura 8. Assimilacdo de CO, (umol m? s%) - interagdo entre o contetido
de Cu (mg kg?) e calagem, em folhas do porta-enxerto de videira
“Paulsen 1103” cultivado em substrato com e sem calagem, com e sem
inoculacéo de FMA e submetidas a contaminacéo por elevado teor de Cu.

A assimilacdo de CO; obtida nas folhas das videiras cultivadas sem
a adicdo de calagem e sem a adicdo de Cu ou com a adi¢do de 150 mg kg
! foi menor em comparagdo com as videiras cultivadas sem a adicdo de
calagem e com a adicéo de 50 e 100 mg kg™ de Cu no substrato (Figura
8). E possivel observar que a assimilagio de CO, aumentou com a adic&o
de Cu no substrato até 100 mg kg, mas teve um decréscimo guando o
substrato recebeu a adigdo de 150 mg kg* de Cu.

A conduténcia estomatica (gs) apresentou efeito de interagéo entre
os fatores inoculagdo de FMA e adicéo de Cu no substrato (Figura 9). A
condutancia estomatica obtida nas videiras ndo inoculadas apresentou
decréscimo de 60% com a adicdo de 150 mg kg™ de Cu no substrato
comparativamete a quando ndo houve adi¢cdo de Cu. Nas videiras ndo
inoculadas, a maior condutancia estomatica foi obtida quando nao houve
adicdo de Cu no substrato e a menor condutancia estomatica foi obtida
quando houve a adigdo de 150 mg kg de Cu.



[6))
[}

0125
w
t‘I
£
< 0.100
£
= Cu
o
; 1 Eo
8 3 ] — B3 s0
P L ]
%u.u:o ~ I E 100
® [ | i bt
- 5 O B
2 0.025 g B 2
L{ L4 *
. L] I
o
S 0.000
(]
Controle Micorrizado

Inoculacédo

Figura 9. Condutancia estomatica (mmol m? s?) - interacdo entre o
conteildo de Cu (mg kg?) e inoculagdo de FMA, em folhas do porta-
enxerto de videira “Paulsen 1103” cultivado em substrato com e sem
calagem, com e sem inoculacdo de FMA e submetidas a contaminacédo
por elevado teor de Cu.

Nas videiras que receberam a inoculagdo de FMA, a condutancia
estomética encontrada foi ligeiramente menor naquelas cultivadas em
substrato sem a adicdo de Cu (Figura 9). E possivel observar que nas
videiras que reberam inoculacdo de FMA, ndo houve decréscimo da
condutancia estomatica com a adigéo de Cu no substrato como aconteceu
naquelas que néo foram inoculadas com FMA.

A transpiragdo (Tr) mensuradas nas folhas das videiras apresentou
interacdo significativa para os fatores inocula¢do de FMA e adicéo de Cu
no substrato, e também entre os fatores adicdo de calagem e adi¢do de Cu
no substrato (Figura 10).
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Figura 10. Transpiragcdo (mmol m? s1) - interacéo entre o conteido de
Cu (mg kg) e inoculacdo de FMA (a), interagdo entre o contetdo de Cu
e calagem (b), em folhas do porta-enxerto de videira “Paulsen 1103”
cultivado em substrato com e sem calagem, com e sem inoculagdo de
FMA e submetidas a contaminacao por elevado teor de Cu.

Nas videiras cultivadas sem a inoculagdo de FMA, a adi¢do de Cu
no substrato provocou diminuicdo da transpiracdo, sendo a maior
transpiracdo encontrada nas videiras cultivadas em substrato sem a adicao
de Cu e a menor transpiragdo encontrada nas videiras cultivadas em
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substrato com adigéo de 150 mg kg* de Cu, representando um decrésimo
de 59% (Figura 10 (a)).

As videiras que receberam inoculacdo de FMA apresentaram
menor transpiragdo quando foram cultivadas em substrato com adicéo de
150 mg kg* de Cu em comparagdo com as videiras que foram cultivadas
em substrato sem a adi¢do de Cu ou com a adi¢do de 50 e 100 mg kg
(Figura 10 (a)).

A adicdo de Cu no substrato também diminuiu a transpiracao para
as videiras cultivadas em substrato com a adi¢do de calagem (Figura 10
(b)). Para as videiras cultivadas em substrato com a adicdo de calagem, a
maior transpira¢do foi encontrada nas videiras cultivadas em substrato
sem adicdo de Cu ou com adicdo de 50 mg kg, enquanto a menor
transpiracdo foi encontrada nas videiras cultivadas em substrato com a
adigdo de 150 mg kg* de Cu.

Nas videiras cultivadas sem adi¢do de calagem no substrato, a
maior transpiracdo foi encontrada quando ndo houve adi¢do de Cu e a
menor quando houve a adicdo de 150 mg kg (Figura 10 (b)).

Parametros fotoquimicos

O potencial quéantico maximo do PSIl (Fv/Fm) apresentou
interacdo significativa entre a inoculagdo das videiras com FMA e a
adicdo de calagem no substrato (Figura 11). As videiras cultivadas em
substrato com a adigdo calagem e inoculagdo de FMA apresentaram
Fv/Fm 1,7% maior em comparagdo com as videiras cultivadas em
substrato com adicdo de calagem e sem a inoculagdo de FMA.
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Figura 11. Potencial quantico maximo - interacdo entre inoculacdo de
FMA e calagem, em folhas do porta-enxerto de videira “Paulsen 1103”
cultivado em substrato com e sem calagem, com e sem inoculacdo de
FMA e submetidas a contaminacdo por elevado teor de Cu.

Para as videiras cultivadas em substrato sem adi¢éo de calagem, a
inoculacdo de FMA nao foi significativa (Figura 11). O potencial
guantico efetivo do PSII (Yeld (Il)) e a taxa de transporte de elétrons
(ETR) néo apresentaram diferenca significativa para os tratamentos.

Atividade das enzimas antioxidantes: APX (E.C. 1.11.1.11), CAT (E.C.
1.11.1.6), POD (E.C. 1.11.1.7), SOD (E.C. 1.15.1.1)

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) apresentou interagdo
significativa para os fatores calagem x inoculagdo de FMA, adicéo de Cu
x inoculacdo de FMA e adi¢do de Cu x calagem (Figura 12). Tanto para
as videiras cultivadas em substrato com adi¢do de calagem, quanto para
as videiras cultivadas em substrato sem a adi¢ao de calagem, a inoculagéo
das videiras com FMA resultou em menor atividade de APX em
comparagdo com as videiras ndo inoculadas, sendo esse decréscimo de 36
% e 51 %, com e sem calagem, respectivamente (Figura 12 (a)).
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Figura 12. Atividade de APX (U mg de proteina') - interacdo entre
inoculacdo de FMA e calagem (a), interacdo entre o contetido de Cu e
inoculacdo de FMA (b), interacdo entre o conteido de Cu e calagem (c),
em raizes do porta-enxerto de videira “Paulsen 1103” cultivado em
substrato com e sem calagem, com e sem inoculacdo de FMA e
submetidas a contaminacao por elevado teor de Cu.
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A inoculagdo das videiras com FMA resultou em menor atividade
de APX sempre que houve adi¢do de Cu no substrato, em comparagdo
com as videiras ndo inoculadas com FMA (Figura 12 (b)).

Sempre que as videiras foram cultivadas em substrato com a adi¢éo
de calagem, a atividade de APX foi menor em comparacdo as videiras
cultivadas em substrato sem adicdo de calagem, mesmo com a adi¢do ou
ndo de Cu (Figura 12 (c)).

A atividade de guaiacol peroxidase (POD) foi significativa apenas
para a inoculagdo de FMA (Figura 13). As videiras inoculadas com FMA
apresentaram atividade de POD 26 % menor em comparagdo com as
videiras que ndo receberam inoculago.
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Figura 13. Atividade de POD (DO de proteina*) — efeito da inoculacdo
de FMA, em raizes do porta-enxerto de videira “Paulsen 1103” cultivado
em substrato com e sem calagem, com e sem inoculagdo de FMA e
submetidas a contaminacao por elevado teor de Cu.

A atividade da supordxido dismutase (SOD) apresentou intera¢éo
entre os fatores adigdo de calagem e adicdo de Cu no substrato (Figura
14). A atividade da SOD foi menor nas videiras cultivadas em substrato
com adicdo de calagem quando em comparagdo com as videiras
cultivadas em substrato sem a adigdo de calagem. Ainda, é possivel
observar que a maior atividade de SOD foi encontrada nas videiras
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cultivadas em substrato sem adicdo de calagem e com adicdo de 150 mg
kg de Cu.
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Figura 14. Atividade de SOD (U ml mg de proteina) — interacéo entre
0 conteldo de Cu e calagem, em raizes do porta-enxerto de videira
“Paulsen 1103” cultivado em substrato com e sem calagem, com e sem
inoculagdo de FMA e submetidas a contaminacéo por elevado teor de Cu.

DISCUSSAO

As videiras apresentaram reducdo de matéria seca, altura de planta,
numero de nds e de folhas, com o aumento da toxicidade de cobre e para
a auséncia de calagem. Essa diminui¢do era esperada em consequéncia da
sensibilidade das videiras jovens ao elevado teor de Cu no substrato.

Altos teores de Cu causam diminui¢do do alongamento das raizes,
provocam ma formac&o e alteragdes na organizacéo das células do cortex
e da epiderme (Chen et al., 2013). Os danos ao sistema radicular afetam
negativamente a absorcdo de agua e nutrientes, o que justifica a reducéo
nos parametros de crescimento das videiras cultivadas em substrato sem
calagem e com elevados contetidos de Cu (Lequeux et al., 2010; Kopittke,
etal., 2011).
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A adicdo de calagem no substrato foi capaz de reduzir o Cu
disponivel

A adicdo de calagem no substrato foi capaz de amenizar o efeito
toxico do excesso Cu e contribuiu com um melhor desempenho dos
parametros de crescimento, parametros fotossintéticos, pigmentos
fotossintetizantes e atividade de enzimas antioxidantes nas videiras. Com
0 aumento do valor de pH do substrato, obtido pela aplicacdo da calagem,
aumenta a probabilidade de complexacdo do OH™ com o Cu, formando
um precipitado na solugdo do substrato. Além disso, ocorre a
despronotonacdo de grupos funcionais, aumentando a CTC e
potencializando a adsor¢do de Cu (Agbenin & Olojo, 2004; Joris et al.,
2012).

Neste estudo a adi¢do de 3 Mg kg de calcario diminuiu o teor de
Cu disponivel no solo em 27.6 %, 53 % e 47 % para a adi¢do de 50, 100
e 150 mg kg de Cu, respectivamente (tabela 1).

Ainda, ha mais cations presentes no solo, entre eles 0 Ca e 0 Mg,
gue podem competir com o Cu na absorcao pelas raizes. Com isso, pode
haver a reducdo da absorcdo do Cu, ou da entrada dele no simplasto, em
detrimento de outros cations (Kopittke et al., 2011).

E sabido também que, a inoculagio com FMA aumenta a
disponibilidade de P para as plantas simbiontes (Cabral et al., 2015).
Maior disponibilidade do nutriente as videiras, melhorou o estado
nutricional das plantas, resultando em maior producdo de biomassa das
videiras, no presente estudo.

A aplicacdo da calagem e a simbiose das videiras, neste estudo com
0s FMA atuaram na melhoria da nutricéo das videiras, principalmente por
P, Cae Mg. E importante lembrar que o P que é um constituinte essencial
das células, participando ativamente na fotossintese, na respiracdo, no
armazenamento de energia e no alongamento e divisao celular (Gupta et
al., 2014).

Além disso, 0 aumento da absorcdo de P pode promover a reducéo
da translocacdo de Cu por provocar a retencdo do Cu nas raizes através
de ligacdes metal-fosfato (Cabral et al., 2015). Assim, a toxicidade
ocasionada pelo excesso de Cu é amenizada, visto que as plantas mantém
uma menor concentracdo do metal nos 6rgdos fotossintéticos, como a
parte aérea, a qual é mais sensivel; e armazenam a maioria do excesso do
metal em 6rgdos menos sensiveis, como as raizes (Yang et al., 2011;
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Ambrosini et al., 2015), contribuindo para o maior producao de biomassa
das plantas de videira nesse estudo.

A aplicacdo da calagem e a inoculagdo do fungo micorrizico R.
clarus foram estratégias promissoras para a reducao da toxicidade de Cu
para as videiras. Ficou evidenciado que a calagem melhorou o estado
nutricional das videiras estudadas e aumentou a tolerancia ao alto
contetdo de Cu.

Embora o aumento do conteddo de Cu no substrato tenha afetado
drasticamente a colonizacdo micorrizica das raizes, ainda assim, pode-se
afirmar que a inoculacdo de R. clarus apresentou elevada colonizagéo
micorrizica nas videiras, possibilitando a formacéo de grande nimero de
hifas que aumentam o volume de solo explorado (Cabral et al., 2015). Isto
potencializa a quantidade de nutrientes absorvidos pelas plantas,
principalmente o P (Ambrosini et al., 2015).

O aumento da concentracdo de P em folhas estimula a
fotofosforilacdo e a atividade da ATPase, que inclusive podem ser
inibidas em baixa concentracdo de P em folhas, provocando a diminuigao
da taxa fotossintética em plantas (Paul & Pellny, 2003). Possivelmente
parte do P absorvido pelas videiras foi transportado para a parte aérea na
forma de fosfato, sendo, no tecido, componente de compostos como
acucares fosfatados, incluindo glicose e frutose, fosfolipidios de
membranas, adenosina trifosfato (ATP) e acidos nucleicos (Marschner,
2012). Somado a isso, o fosfato é fundamental na regulacéo do processo
fotossintético, onde a taxa de produgéo de sacarose, amido e aminoacidos
podem determinar a taxa em que o P inorganico é reciclado para ser
novamente usado na fotossintese (Paul & Pellny, 2003).

Plantas cultivadas em substratos com elevada concentracdo de
metais pesados, geralmente apresentam reducédo do contetdo de clorofila
a, clorofila b e carotendides (Cambrollé et al., 2015; Tiecher et al., 2017;
2018). No presente estudo essa diminuic&o ficou mais evidente quando as
videiras foram cultivadas em substrato sem adicdo de calagem. Esta
reducdo pode estar relacionada a maior disponibilidade de Cu na solugédo
e consequente translocacdo do Cu para a parte aérea, como as folhas, onde
0 Cu pode substituir o Mg na molécula de clorofila, prejudicando a
fotossintese (Yruela, 2009). Aliado a isto, 0 Cu em excesso pode provocar
a degradacdo da estrutura e do conteido interno do cloroplasto (Ciscato
et al., 1997), resultando em reducdo nos teores de pigmentos
fotossintéticos e, consequentemente, da captacdo de energia pelas plantas.
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As espécies reativas de oxigénio (EROs), incluindo o H20 e 0s
radicais HO- e O, formam-se naturalmente no interior das células,
principalmente nos cloroplastos e mitocdndrias (Ferreira et al., 2015),
devido ao transporte de elétrons e a respiracdo celular (CTE),
respectivamente. No entanto, a producdo de EROs pode ser aumentada
drasticamente em condigdes de altos teores de Cu no substrato, podendo
causar toxicidade através da reacdo com outras moléculas, ocasionando a
peroxidacdo lipidica, e na atividade de enzimas ligadas a membrana (Del
Rio et al., 2006). Quando ocorre aumento na formacdo de EROs, a
estratégia utilizada pelas plantas é a ativagdo do sistema antioxidante
enzimatico (Gill & Tuteja, 2010), sendo que as enzimas APX, CAT, POD
e SOD, fazem parte do sistema de defesa primario das plantas para a
eliminacdo de radicais O; e H202. Nesse estudo ficou evidente a
diminuicéo da atividade dessas enzimas a partir da adicdo de calagem no
substrato e da inoculagdo das plantas com R. clarus.

CONCLUSAO

A prética da calagem e a inoculagdo das videiras com FMA sio
estratégias eficazes na protecdo das videiras a toxicidade de Cu. Ambas
as praticas contribuiram para melhor desempenho no crescimento, melhor
funcionamento do aparato fotossintético e menor atividade das enzimas
antioxidantes. O aumento do conteddo de cobre no substrato foi
prejudicial na maioria dos fatores analisados, mas em muitos casos, a
calagem e a inoculacdo de FMA foram capazes de amenizar ou até mesmo
neutralizar os efeitos maléficos da toxicidade de cobre no substrato,
apesar do cobre ter afetado drasticamente a coloniza¢do micorrizica das
raizes das videiras.
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DESEMPENHO E ESTABILIZACAO DE INOCULANTE
MICORRIZICO COMERCIAL NA VITICULTURA

RESUMO

O fadsforo é um nutriente critico e insubstituivel na nutri¢cdo das plantas,
portanto, a disponibilidade desse nutriente pode limitar o crescimento e a
producdo das plantas em algumas circunstancias. Uma estratégia
potencial para aumentar a eficiéncia no uso do fosforo € a inoculacéo das
raizes das videiras com fungos micorrizicos arbusculares (FMAS). Essa
simbiose pode fornecer uma porcentagem significativa dos requisitos de
fosforo de uma planta, bem como, potencialmente, acessar o fosforo que
0 hospedeiro ndo pode alcancar. Para isso, sdo amplamente utilizados
inoculantes contendo FMA. No entanto, o beneficio dos inoculantes no
campo é muitas vezes variavel e em alguns casos, 0 seu uso pode
introduzir estirpes que ndo sdo benéficas para o sistema, resultando
potencialmente em uma invasao por fungos micorrizicos exéticos. Ainda
h& muitas perguntas ndo respondidas sobre sua eficacia, estabilizacdo da
comunidade flngica e espalhamento para outras areas e culturas. O estudo
objetivou avaliar o desempenho, estabilizagdo e espalhamento do
inoculante comercial de fungos micorrizicos MYKE® PRO GR que
contém Rhizoglomus irregulare (DAOM 197198) na cultura da videira,
desde a produgdo das mudas em casa de vegetacdo até o cultivo a campo.
A inoculacdo de FMA contribuiu no aumento da producéo de matéria seca
em 24% e aumento da &rea foliar em 13%, quando em casa de vegetagao,
mas ndo teve efeito a campo. A comunidade de FMA inoculada se
estabilizou no campo e houve espalhamento para plantas ndo inoculadas.
A pré-inoculacdo das videiras com FMA ndo se mostrou vantajosa para
as condices reais de vinhedos.

Palavras-chave: DAOM 197198; ddPCR; Vitis; inoculante; Rhizoglomus
irregulare.

ABSTRACT

Phosphorus is a critical and irreplaceable nutrient in plant nutrition, so the
availability of this nutrient may limit the growth and production of plants
in some circumstances. A potential strategy to increase efficiency in the
use of phosphorus is the inoculation of vines roots with arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF). This symbiosis can provide a significant
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percentage of a plant's phosphorus requirements, as well as potentially
access phosphorus that the host cannot reach. For this, AMF-containing
inoculants are widely used. However, the benefit of inoculants in the field
is often variable, and in some cases, their use may introduce strains that
are not beneficial to the system, potentially resulting in an invasion by
exotic mycorrhizal fungi. There are still many unanswered questions
about its effectiveness, stabilization of the fungal community and
spreading to other areas and cultures. This study aimed to evaluate the
performance, stabilization and spreading of the commercial inoculant of
myecorrhizal fungi MYKE ® PRO GR containing Rhizoglomus irregulare
(DAOM 197198) on grapevine production, from the production of
seedlings from the greenhouse to field cultivation. AMF inoculation
contributed to increasing dry matter production by 24% and leaf area
increase by 13% when in the greenhouse but had no field effect. The
inoculated AMF community stabilized in the field and spread to
uninoculated plants. Pre-inoculation of vines with FMA did not prove to
be advantageous for the actual conditions of vineyards.

Keywords: DAOM 197198; ddPCR; Vitis; inoculant; Rhizoglomus
irregulare.

INTRODUCAO

O fosforo é um nutriente critico e insubstituivel na nutrigdo das
plantas, portanto, a disponibilidade deste nutriente pode limitar o
crescimento e a producdo das plantas em algumas circunstancias
(Vitousek et al., 2010). Porém, estima-se que as plantas absorvem apenas
15 a 30% dos nutrientes aplicados atualmente no campo (Cordell &
White, 2013). Pensando nisso, uma estratégia potencial para aumentar a
eficiéncia no uso do fdsforo é a inoculacdo das raizes das videiras com
fungos micorrizicos arbusculares (FMA).

Os FMA sdo simbiontes obrigatorios de raizes que se associam a
maioria das plantas, incluindo as videiras, e fornecem nutrientes,
principalmente fdsforo, para a planta hospedeira em troca de carbono
(Smith & Read, 2008). Essa simbiose pode fornecer uma porcentagem
significativa dos requisitos de fosforo de uma planta, bem como
potencialmente acessar o fosforo que o hospedeiro ndo pode alcancar
(Smith & Read, 2008).

Para otimizar a simbiose entre as videiras e os FMA, pode-se
aumentar a abundancia dos fungos ou adicionar mais estirpes benéficas
por meio de inoculates que contenham fungos micorrizicos. No entanto,
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0 beneficio dos inoculantes no campo é muitas vezes variavel e, em alguns
casos, 0 seu uso pode introduzir estirpes que ndo sdo benéficas para o
sistema, resultando potencialmente em uma invasdo por fungos
micorrizicos exadticos.

Apesar do uso de inoculantes ser uma pratica comum e frequente
na viticultura canadense, ainda ha muitas perguntas nao respondidas sobre
sua eficécia, estabilizagdo da comunidade fangica e espalhamento para
outras areas e culturas.

Vérios fatores podem interferir no sucesso da colonizacdo
micorrizica, como, por exemplo, as propriedades fisicas e quimicas do
solo, que podem ser um dos principais determinantes da presenca e
abundancia de estirpes de fungos nativos (Oehl et al., 2010, Hazard et al.,
2013). Ainda, a disponibilidade elevada de fésforo e de nitrogénio no
solo, tipicos de muitos sistemas agricolas convencionais, podem inibir a
simbiose (Egerton-Warburton & Allen, 2000).

Para uma ampla recomendacédo de uso, os isolados comerciais sdo
selecionados por sua natureza generalista, como € o caso de R. irregulare
DAOM 197198, usado neste estudo, que foi capaz de se estabelecer com
sucesso em solos com uma ampla gama de caracteristicas quimicas (Kéhl
etal., 2016).

Mesmo que o inoculante tenha capacidade de se estabelecer em
varias culturas e condicdes de solo (Kéhl et al., 2016), isso ndo assegura
gue o uso do inoculante trara vantagens no cultivo da videira, tampouco
isenta a preocupagdo com possiveis problemas biologicos.

Uma das preocupacdes que devemos ter ao usar um inoculante é a
possibilidade de dispersdo para outros locais. Uma vez introduzido na
area, os esporos de fungos podem ser dispersos por uma ampla gama de
vetores, como, por exemplo: insetos, ratos e ventos (Camargo-Ricalde,
2002), com uma gama igualmente ampla de potenciais distancias de
dispersdo que podem atingir até 2 quilémetros (Zaharick et al., 2015).

Outra forma de disperséo é a disseminacdo hifalica do fungo, que
através do crescimento de corredores de hifas formam infec¢des
secundarias em hospedeiros proximos (Friese & Allen, 1991). Nos fungos
micorrizicos, a disseminacdo de hifas pode alcancar taxas de 3,2 metros
por ano na presenca de hospedeiros micorrizicos (Powell, 1979).

Em virtude disso, o estudo objetivou avaliar o desempenho,
estabilizacdo e espalhamento do inoculante comercial de fungos
micorrizicos MYKE® PRO GR que contém Rhizoglomus irregulare
(DAOM 197198) na cultura da videira, desde a producdo das mudas em
casa de vegetacdo até o cultivo a campo.
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MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido em casa de vegetacdo e a campo, ambos
no Agriculture and Agri-food Canada’s Summerland Research and
Development Centre (SuRDC) em Summerland, BC, Canadj,
(coordenadas 49 © 33'49.2 "N - 119 ° 38'19.0" W) iniciando em maio de
2015, com duracdo de trés anos.

O experimento consistiu de uma combinacdo fatorial de dois
tratamentos de FMA (com e sem) e seis porta-enxertos dispostos em
delineamento inteiramente casualizado. As cultivares de porta-enxertos
foram: Riparia Gloire (Vitis riparia), 3309 Coudrec (Vitis riparia x Vitis
rupestris), 101-14 Millardet e Grasset (Vitis riparia x Vitis rupestris),
Schwarzmann (Vitis riparia x Vitis rupestris), Salt Creek (Vitis
champinii) e 5C Teleki (Vitis berlandieri x Vitis riparia). Cada
combinacdo de tratamento teve oito repeticbes para um total de 96
plantas.

Os porta-enxertos utilizados neste experimento foram obtidos de
estacas dormentes, em que cada cultivar porta-enxerto foi cortada em
duas gemas, mergulhadas em solucéo de auxina (1500 mg L de &cido
indol-3-butirico) por 30 segundos e colocadas em planos Umidos
preenchidos com perlita e mantida em camara de crescimento a 28 °C até
formacédo de calo. Em seguida, dezesseis estacas de cada porta-enxerto
foram selecionadas com base no estagio de desenvolvimento do calo,
mantido verticalmente em planos Umidos até a inducdo da raiz. A
umidade do ar na sala de crescimento foi diminuindo gradualmente antes
gue as estacas enraizadas fossem plantadas em vasos.

Depois que as estacas enraizadas foram obtidas, o transplante foi
realizado para os vasos de 7,6 litros. Neste momento, foi utilizado o
inoculante comercial de fungos micorrizicos MYKE® PRO GR que
contém Rhizoglomus irregulare (DAOM 197198) Schenck & Smith
(sindnimo Rhizophagus irregularis, Glomus intraradices) (Sieverding et
al., 2015) para tratar as estacas por aplicacdo de 15 g (~ 55 esporos) por
vaso, adicionado a 5 cm de profundidade. Para as plantas ndo tratadas
com FMA, foi fornecida uma mistura livre de FMA, na mesma
quantidade. O meio de crescimento utilizado foi argila expandida
(Turface, Profile products LCC). Os vasos foram acomodados em uma
casa de vegetacao.

Foram fornecidas as plantas, aproximadamente 60 mL (3 x 20 mL)
de &gua todos os dias, usando uma linha circular de 8 emissores dentro de
cada vaso para fornecer 4gua uniformemente da superficie ao meio. Uma
baixa fertilizacdo fosfatada foi inicialmente aplicada e aumentada junto
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com a demanda de nutrientes pelas plantas. As plantas foram fertilizadas
manualmente a cada 2 semanas com 60 mL de: (1) solugdo de 0,42 g L™
de 12-2-14 (50 ppm N) durante os primeiros dois meses e (2) 1,5 g L™ de
20 -20 -20 (300 ppm N) pelos proximos dois meses. As plantas foram
pulverizadas uma vez com enxofre (S) (Kumulus DF, BASF) para evitar
0 oidio depois que os vasos foram completamente cobertos com filme
pléstico.

As estacas enraizadas cresceram por uma estacdo na estufa e, em
seguida, a matéria seca da parte aérea, a area foliar e o nimero de folhas
foram mensurados.

Depois disso, em 2016, as mudas enraizadas foram transplantadas
para o campo em 8 blocos, onde cresceram por um ano, e em seguida
determinou-se a matéria seca da parte aérea da safra 2017. As videiras
cresceram por mais um ano e, nesse momento, foram colhidas na safra de
2018 para a determinacdo da matéria seca da parte aérea e da raiz. Além
disso, as raizes foram submetidas a analise de PCR digital por gota
(ddPCR), no Departamento de Biologia da Faculdade de Artes e Ciéncias
Irving K. Barber da The University of British Columbia, para avaliar a
presenca do indculo comercial nas raizes.

Biomassa, numero de folhas e area foliar

Para a determinacdo da matéria seca da parte aérea e da raiz, as
amostras foram secas a 65 °C até atingir massa constante e, em seguida,
a matéria seca foi determinada utilizando-se uma balanca de preciséo.

A érea foliar foi determinada pelo Medidor de Area LI1-3100C
(Licor-USA), e para a determinacdo do nimero de folhas, foi contado
manualmente em cada planta.

Extracdo de DNA

No momento da colheita, dez amostras de 0,25 g de raizes foram
coletadas aleatoriamente em cada sistema radicular das plantas (cada
planta) para os seguintes porta-enxertos: Riparia Gloire (Vitis riparia);
Salt Creek (Vitis champinii) e Schwarzmann (Vitis riparia x Vitis
rupestris) e armazenadas a -20 °C para posterior extracdo do DNA. Todo
0 DNA foi extraido usando o kit FastDNATM SPIN para solo (MP
Biomedicals - USA) e armazenado a -80 °C.



82

Analise de PCR digital de gotas (ddPCR)

O DNA extraido das amostras de raizes foi testado para a presenca
de R. irregulare DAOM 197198 usando-se um ensaio ddPCR baseado em
sonda no Sistema de PCR de Gotas Digitais Bio-Rad QX100 (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, California). Para isso seguiu-se toda a
metodologia descrita por Kokkoris (2019).

Métodos estatisticos

Todas as anélises estatisticas foram realizadas usando o RStudio
versdo 1.1.383 (R Core Team 2018). Foi utilizado a = 0,05 para todas as
analises. Boxplots, bar plots e dot plots foram gerados usando o
SigmaPlot Versdo 12.3.

O resposta dos porta-enxertos para FMA foi calculada usando a
equacao MR = In(Xi/Xn) (Hoeksema et al. 2010), onde Xi é a matéria seca
das plantas inoculadas e Xn é a matéria seca das plantas ndo inoculadas.
Valores positivos indicam incremento no desempenho pela inoculagdo
com FMA.

RESULTADOS

Producao de biomassa e area foliar

A média de producdo de matéria seca de parte aérea foi maior nas
videiras pré-inoculadas quando cultivadas em casa de vegetagao, que teve
0 objetivo de producdo das mudas (Figura 1). Ap6s o transplante ao
campo, tanto no primeiro quanto no segundo ano de cultivo, ndo houve
diferenca na producdo de matéria seca entre as videiras pré-inoculadas ou
ndo.
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Figura 1. Matéria seca de parte aérea (g), em porta-enxertos de videira
pré-inoculados com FMA no cultivo em casa de vegetacdo e posterior
cultivo a campo por dois anos.

Ao analisar individualmente o desempenho da pré-inoculacdo de
FMA nos diferentes porta-enxertos de videira na fase de cultivo em casa
de vegetacdo, é possivel identificar que os resultados variam para cada
porta-enxerto e muitas vezes ndo possui efeito significativo (Figura 2).
Dos seis porta-enxertos analisados, a pré-inoculacdo de FMA
incrementou a producgdo de matéria seca em apenas trés, sendo eles: 5C,
Salt Creek e Schwarzmann.
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Figura 2. Matéria seca de parte aérea (g), em porta-enxertos de videira
pré-inoculados com FMA e cultivados em casa de vegetacéo.

A érea foliar das videiras cultivadas em casa de vegetacdo foi

maior nas plantas pré-inoculadas com FMA, quando comparadas as
videiras ndo pré-inoculadas (Figura 3). Apesar disso, na analise individual
de cada porta-enxerto, apenas o Salt Creek apresentou maior area foliar
nas videiras pré-inoculadas. Os outros cinco porta-enxertos n&o
apresentaram diferenca significativa para a pré-inoculacdo de FMA.
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Figura 3. Area foliar (mm?) em porta-enxertos de videira pré-inoculados
com FMA e cultivados em casa de vegetacao.

O numero de folhas das videiras cultivadas em casa de vegetacio
(Suplementar 1), a matéria seca de parte aérea das videiras cultivadas a
campo por um ano (Suplementar 2), a matéria seca de parte aérea das
videiras cultivadas a campo por dois anos (Suplementar 3), e a matéria
seca de raizes das videiras cultivadas a campo por dois anos (Suplementar
3), ndo apresentaram diferenca significativa para a pré-inoculagdo com
FMA. Todas essas variaveis apresentaram diferenca significativa entre os
porta-enxertos, mas como esse ndo é o objetivo do estudo, os resultados
foram apresentados na sessdo de matéria suplementar e ndo serdo
discutidos no texto principal.
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Estabilizacdo da comunidade de FMA pré-inoculada

A andlise de DNA para a presenca de Rhizoglomus irregulare
(DAOM 197198), realizada nas raizes das videiras cultivadas a campo
por dois anos, mostrou que a comunidade de FMA pré-inoculada se
estabeleceu e permaneceu colonizando as raizes das videiras nas
condicdes de campo, que envolvem competicdo com a microbiota do solo
e 0s FMA anteriormente existentes (Figura 4).
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Figura 4. Copias de DNA (log(x)) do Rhizoglomus irregulare (DAOM
197198), FMA pré-inoculado em porta-enxertos de videira encontrados
nas raizes no segundo ano de cultivo a campo.

Todos os trés porta-enxertos analisados, Riparia GL., Salt Creek e
Schwarzmann, apresentaram o nimero de cdpias de DNA positivas para
Rhizoglomus irregulare (DAOM 197198) absolutamente superior quando
pré-inoculados. As videiras que ndo foram pré-inoculadas apresentaram
0 ntmero de cépias de DNA positivas para DAOM 197198 préximo a
zero.



87

Variabilidade amostral na extracdo de DNA

A variabilidade amostral para a extracdo de DNA chamou bastante
atencdo. Para cada planta foram coletadas aleatoriamente 10 amostras de
raizes, que resultaram em grande variabilidade no nimero de c6pias de
DNA positivas para DAOM 197198.

Na figura 5, é possivel observar a quantidade de copias de DNA
positivas para DAOM 197198 encontradas em cada uma das 10 amostras
extraidas de cada videira. Cada ponto no grafico representa uma amostra.
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Figura 5. Cdpias de DNA (log(x)) do FMA pré-inoculado em porta-
enxertos de videira encontrados em cada uma das dez amostras extraidas
de cada sistema radicular (uma planta) no terceiro ano de cultivo a campo.
Cada ponto representa a quantidade de cdpias de DNA encontradas em
cada extragdo.

Ainda, obteve-se algumas amostras com grande nimero de copias
de DNA positivas para DAOM 197198 nas videiras que ndo foram pré-
inoculadas. Verificadas no mapa experimental, essas plantas ndao estavam
préximas as plantas pré-inoculadas e esta area nunca recebeu introducéo
deste FMA previamente.
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Resposta de FMA no crescimento das videiras

A resposta de FMA para as videiras mostra que a pré-inoculagdo
proporcionou melhores resultados no cultivo em casa de vegetacéo,
momento em que essas videiras estdo sendo cultivadas em substrato
isento de FMA (Figura 6). Apesar disso, esse resultado ndo se mantém
com o passar do tempo.
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Figura 6. Resposta de FMA para: matéria seca de parte aérea em casa
de vegetacdo (a); matéria seca de parte aérea no primeiro ano de cultivo a
campo (b); matéria seca de parte aérea no segundo ano de cultivo a campo
(c); matéria seca de raizes no segundo ano de cultivo a campo (d).
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A matéria seca de parte aérea obtida no cultivo em casa de
vegetagdo apresentou resposta positiva em todos 0s 6 porta-enxertos de
videira analisados (Figura 6 (a)). Esse resultado também mostra que para
nenhum dos porta-enxertos a pré-inoculacéo foi prejudicial.

Essa realidade foi mudando com o passar do tempo. No primeiro
ano de cultivo a campo, para a matéria seca de parte aérea, apenas 4 porta-
enxertos apresentaram resposta positiva a pré-inoculacdo de FMA.
Mesmo positiva, essa vantagem foi menor do que a obtida em casa de
vegetacdo (Figura 6 (b)). A resposta foi negativa para 101-14 MTG e
Schwarzmann.

No segundo ano de cultivo, a matéria seca de parte aérea
apresentou resposta negativa a pré-inoculagdo de FMA para 3 dos 6 porta-
enxertos avaliados (Figura 6 (c)). Os porta-enxertos com resposta positiva
foram: 3309 C, Riparia GL e Salt Creek, enquanto 101-14 MGT, 5C,
Schwarzmann apresentaram resposta negativa ao FMA.

A resposta a pré-inoculagdo de FMA foi ainda pior para a matéria
seca de raizes obtida ao segundo ano de cultivo a campo (Figura 6 (d)).
Nesta variavel, apenas Riparia GL e Salt Creek obtiveram resposta
positiva a pré-inoculagéo de FMA.

DISCUSSAO

No presente estudo, observou-se haver pequena eficiéncia da
inoculacdo de FMA no desempenho das videiras cultivadas em casa de
vegetacdo, mas esse sucesso hdao se manteve quando as videiras foram
transplantadas ao campo.

Vérios estudos encontraram resultados positivos no desempenho
das plantas com o uso de inoculantes que contém FMA (Pellegrino et al.,
2011, 2015, Hernadi et al., 2012). No entanto, em outros casos, a
inoculacdo ndo foi eficaz (Ortas et al., 2011, JanouSkova et al., 2013,
Emam, 2016). Isso deixa claro que a inoculagio bem-sucedida em casas
de vegetacdo nem sempre se traduz em sucesso em condigdes de campo.

A maioria dos estudos sobre o efeito de inoculantes de FMAs no
desempenho de plantas foram conduzidos em casa de vegetacao (Berruti
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et al., 2016). No entanto, essa abordagem ndo captura as complexidades
das condicdes de campo.

Muitas vezes, esses estudos sdo realizados na auséncia de fungos
micorrizicos. Além disso, a gama de condi¢des ambientais que o isolado
tem contato no campo é muito maior do que em condigdes de estufa, que
sdo rigidamente controladas e geralmente favoraveis aos FMAs. Essas
condicdes podem comprometer o desempenho do inoculante no campo
(Verbruggen et al., 2013).

A falta de adaptacdo as caracteristicas locais do campo também
pode prejudicar o inoculante de FMA. Os campos agricolas tipicamente
abrigam menor taxa de fungos micorrizicos em comparagdo com 0s
ambientes naturais (Oehl et al., 2010, Schnoor et al., 2011). Isso sugere,
gue as condic8es agricolas podem selecionar estirpes de FMA e, portanto,
possuirem fungos micorrizicos melhores adaptados do que os isolados
exaticos contidos no inoculante.

E importante lembrar que, os estudos conduzidos em casas de
vegetacdo podem superestimar o sucesso do desempenho de inoculantes
de fungos micorrizicos. Com isso, o0s estudos realizados a campo
frequentemente resultam em menor desempenho das videiras em
comparagao aos obtidos em casas de vegetacdo (Lekberg & Koide, 2005).

A auséncia de incremento no desempenho das videiras a campo
pode ocorrer pelo fato do isolado estrangeiro ser simplesmente incapaz
de competir com a comunidade fungica local ou pode ter sido afetado
negativamente pelas condi¢6es ambientais do local.

Para aumentar a eficiéncia dos inoculantes, alguns autores sugerem
0 uso de um produto que contenha maltiplos isolados de FMA, para
assim, aumentar as chances de que um ou mais isolados possam melhor
se adaptar. Outra possibilidade é selecionar isolados de ocorréncia local,
gue sejam mais propensos a ter um bom desempenho no ambiente local
(Verbruggen et al., 2013).

Neste estudo ficou comprovado que o inoculante se estabeleceu
com sucesso no cultivo a campo, mas sem eficiéncia na melhoria do
desempenho das videiras. Isso sugere que o inoculante usado no estudo
ndo foi mais benéfico para as videiras em comparagdo com os fungos
micorrizicos nativos. Isso € compreensivel pois, os inoculantes que
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contém FMA séo destinados ao uso geral e ndo sdo desenvolvidos para
uma espécie hospedeira especifica.

Deve-se enfatizar que o inoculante usado neste estudo foi ineficaz.
Esses produtos tém custos significativos, tanto financeiramente para o
produtor quanto ecologicamente, pelo risco de invasdo (Schwartz et al.,
2006; Hart et al., 2017; Ricciardi et al., 2017).

CONCLUSAO

A pré-inoculagdo das videiras com o inoculante que contém
Rhizoglomus irregulare (DAOM 197198) favoreceu sutilmente o
desempenho das videiras na fase de estacas cultivadas em casa de
vegetacdo. Apoés o transplante para 0 campo a pré-inoculagdo com o FMA
n&o proporciona nenhum beneficio no crescimento das videiras. A estirpe
fangica pré-inoculada se estabeleceu com sucesso e manteve a simbiose
com as videiras detectada apos trés anos da inoculag&o.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

O namero de folhas das videiras cultivadas em casa de vegetacao
diferiu apenas entre os porta-enxertos, sem apresentar nenhuma relagdo
com a pré-inoculacdo de FMA (Suplementar 1). O maior nimero de
folhas foi encontrado no Salt Creek, enquanto o menor nimero de folhas
foi encontrado no 5C Teleki.
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Suplementar 1. Nimero de folhas (n) em porta-enxertos de videira pré-
inoculados com FMA e cultivados em casa de vegetacao.

A matéria seca de parte aérea obtida apés um ano de cultivo a
campo diferiu apenas entre os porta-enxertos (Suplementar 2). Nenhuma
diferenca foi encontrada entre as pré-inoculadas ou ndo. A maior
producdo de matéria seca foi obtida em Riparia GL, enquanto a menor
producdo de matéria seca foi obtida em Salt Creek.
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Suplementar 2. Matéria seca de parte aérea (g) em porta-enxertos de
videira pré-inoculados com FMA e cultivados por um ano a campo.

A producdo de matéria seca de parte aérea obtida aos dois anos de
cultivo a campo ndo apresentou nenhuma diferenca entre as videiras pré-
inoculadas ou ndo, mas apresentou diferenga entre os porta-enxertos
(Suplementar 3). A maior produgdo de matéria seca foi encontrada no
Riparia GL, enquanto a menor producdo de matéria seca foi encontrada
no Salt Creek.
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Suplementar 3. Matéria seca de parte aérea (g) em porta-enxertos de
videira pré-inoculados com FMA e cultivados por dois anos a campo.

A matéria seca de raizes das videiras obtida aos dois anos de
cultivo a campo ndo apresentou diferenga entre as plantas pré-inoculadas
ou ndo, mas apresentou diferenca entre 0s porta-enxertos (Suplementar
4). A maior matéria seca de raizes foi obtida em 101-14 Mgt, enquanto a
menor producdo de matéria seca de raizes foi obtida em Salt Creek.
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Suplementar 4. Matéria seca de raizes (g) em porta-enxertos de videira
pré-inoculados com FMA e cultivados por dois anos a campo.
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CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Para o cultivo de videiras jovens em casa de vegetagdo utilizando-
se substratos com elevados conteldos de Cu, o uso combinado da calagem
e da pré-inoculacdo das plantas com R. clarus contribuiu
significativamente para melhorias no desempenho das videiras.

Apesar de o uso combinado de calagem e FMA ser eficiente, a
calagem teve maior efeito no desempenho das videiras quando comparada
a inoculacdo de R. clarus, que mostrou eficiéncia na estabilizacdo dos
pardmetros fotossintéticos mesmo quando com elevado teor de Cu e
também na diminuic&o da atividade das enzimas antioxidantes, indicando
gue o FMA teve papel importante na diminuicdo do estresse. Por sua vez,
a calagem contribuiu para a maioria dos fatores, aumentando o
desempenho das videiras e a tolerancia aos elevados contetdos de Cu.
Isso evidencia a necessidade da correcdo do pH do solo por meio da
calagem, que muitas vezes é negligenciada nos vinhedos.

A toxicidade pelo elevado conteddo de Cu foi linearmente
prejudicial para as videiras e teve um efeito drastico de inibicdo da
colonizacdo das raizes das videiras pelos FMAs, provocando uma
limitacdo dos beneficios que a simbiose poderia proporcionar pelo fato de
simplesmente inibir o desenvolvimento dos FMAs.

O uso de inoculante contendo Rhizoglomus irregulare (DAOM
197198) para a pré-inoculacdo de estacas de porta-enxertos de videira,
cultivadas em casa de vegetagdo com o objetivo de formacao de mudas e
posterior cultivo a campo, mostrou que o uso generalizado do inoculante
nem sempre traz algum resultado no desempenho das videiras ou
vantagem financeira ao viticultor.

Na producéo das estacas em casa de vegetacdo, 0 uso de substrato
inerte faz com que as mudas de videiras ndo inoculadas tenham uma
pequena desvantagem, visto que as videiras sdo plantas que naturalmente
fazem simbiose com FMAs. Apesar disso, ao transplantar essas videiras
para o campo, onde o solo naturalmente contém estirpes de FMA, a
diferenca no desempenho desaparece e em alguns casos, as videiras ndo
pré-inoculadas apresentaram maior desempenho que as pré-inoculadas,
provavelmente pelo fato de serem colonizadas em maior proporcéo por
fungos micorrizicos nativos do local.
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A andlise de ddPCR para a presenca de DNA de DAOM 197198
mostrou que a estirpe de FMA pré-inoculada na fase de estacas se
estabilizou no cultivo a campo, expandindo para todo o sistema radicular
das videiras pré-inoculadas e também houve espalhamento para algumas
videiras ndo pré-inoculadas, apesar de estas ndo serem vizinhas.

O alto custo do inoculante, a auséncia de resultados positivos no
desempenho das videiras logo ap6s o transplante ao campo e o risco
bioldgico provocado pela introdugcdo de uma comunidade flngica exética
sdo fatores relevantes a serem considerados antes de recomendar a pré-
inoculagdo das videiras.

Para melhores conclusdes quanto & colonizacdo natural e a
competicdo entre os fungos nativos e os pré-inoculados, faz-se necessario
0 sequenciamento genético das amostras de DNA extraidas das raizes das
videiras. Assim, é possivel saber quais fungos e em que escala cada
estirpe esta colonizando as raizes das videiras a campo. Esse resultado
serd importante para evidenciar a representatividade do FMA pré-
inoculado e entender por que ndo obtivemos melhorias no desempenho
das videiras.



