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RESUMO GERAL

A concentracdo elevada de sais no solo é um dos fatores limitantes da producédo
agricola, a toxicidade idnica causada pelo estresse salino nas plantas, ocorre com o resultado
do balango entre os processos de absorcdo, acumulacéo e distribuicdo de ions salinos e toxicos
na planta. A videira é uma das culturas mais difundidas mundialmente, no entanto, ainda néo
se conhece gendtipos que resistam ao estresse salino. O presente trabalho tem o objetivo
verificar o desempenho e potencial de plantas de videiras enxertadas sob salinidade, tendo em
vista observar a influéncia da utilizacdo de porta-enxerto, em busca de estabelecer
mecanismos bioquimicos/fisiolgicos concedido pelo porta-enxerto associados. As mudas de
videira foram obtidas pela enxertia da variedade Vitéria sobre trés gendtipos de porta-
enxertos contrastantes na exclusio de Na* e CI. As plantas foram irrigadas diariamente, e
suplementadas com solucdo nutritiva concentrada em dias alternados. Apds 20 dias do
transplantio das mudas, foram iniciados os tratamentos salinos de solucdo livre de sal
(Controle - 0 mM) ou acrescida (50 mM e 100 mM de NaCl). O delineamento estatistico
utilizado foi o inteiramente casualizado com tratamentos em fatorial 3 x 3, trés combinagfes
de enxerto/porta-enxerto de videira (Vitoria/lAC 313, Vitoria/IAC 572 e Vitoria/SO4) e trés
concentracdes de NaCl, com trés repeti¢cbes por tratamento. O estudo encontrou resultados
que confirmam o efeito negativo da salinidade nas plantas de videira enxertadas. Este efeito
esta relacionado ao blogueio na fotossintese que pode inibir o crescimento da planta e,
também, o rendimento e a producdo, isso ocorre principalmente devido o fechamento
estomatico. De modo geral, os resultados mostram caracteristicas associadas com a

sensibilidade e/ou tolerancia a salinidade, nas mudas enxertadas.

Palavras-chave: Estresse abiodtico, Fotossintese, Protecdo oxidativa, Semiarido, Vitis

vinifera.



GENERAL ABSTRACT

The high concentration of salts in the soil is one of the limiting factors of agricultural
production. The ionic toxicity caused by salt stress in plants occurs as a result of the balance
between the processes of absorption, accumulation and distribution of saline and toxic ions in
the plant. The grapevine is one of the most widespread crops in the world, however, there is
still no known genotypes that are resistant to salt stress. The present work aims to verify the
performance and potential of grafted grapevine plants under salinity, in order to observe the
influence of the use of rootstock, in an attempt to establish biochemical/physiological
mechanisms granted by the associated rootstock. The grapevine seedlings were obtained by
grafting the Vitoria variety on three rootstock genotypes contrasting in Na+ and Cl- exclusion.
The plants were irrigated daily, and supplemented with concentrated nutrient solution on
alternate days. After 20 days of seedling transplanting, salt treatments of salt-free (Control - 0
mM) or added (50 mM and 100 mM NaCl) solution were started. The statistical design used
was entirely randomized with treatments in a 3 x 3 factorial, three grapevine scion/vine
rootstock combinations (Vitéria/IAC 313, Vitoria/lAC 572 and Vitdria/SO4) and three NaCl
concentrations, with three repetitions per treatment. The study found results that confirm the
negative effect of salinity on grafted grapevine plants. This effect is related to the blockage in
photosynthesis that can inhibit plant growth and also yield and production, this occurs mainly
due to stomatal closure. In general, the results show characteristics associated with sensitivity

and/or tolerance to salinity in grafted seedlings.

Keywords: Abiotic stress, Photosynthesis, Oxidative protection, Semiarid, Vitis vinifera.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Mecanismo de tolerancia e danos causados pelo estresse osmotico induzido
pela salinidade em
0] g1 =TS 18

Diagrama simplificado da via do metabolismo C3 em videira no periodo
AIUINIO ettt bbbt 19

Esquema do ajuste osmotico ocorrendo quando as concentragdes de solutos
dentro de uma célula vegetal aumentam para manter a pressao positiva de
turgor (Fonte: BUCHANAN,

Modelo esquematico apresentando os principais transportadores de ions para
manter baixa concentracdo de Na’ no citosol celular sob salinidade. Pelo
modelo proposto, as proteinas quinases SOS2 e SOS3, sensivel ao Ca”",
ativam tanto a proteina SOS1 como também a proteina NHX1, ambas
envolvidas na exclusio de Na® (Fonte: BUCHANAN et al.,

Esquema representando a formagdo de diferentes espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio oxigénio atmosférico (02) que é excitado ou reduzido
formando o oxigénio singleto (102), radical superoxido (O2e-), peréxido de
hidrogénio (H202), sendo que este ultimo interage com Fe2+ para formar
radicais hidroxila (OHe) através da reacdo de Fenton (Fonte: Adaptado de
MITTLER,

Representacdo esquematica do ciclo de vida da videira, e suas estruturas
vegetativas (broto, caule e folha) e reprodutivas (flor, fruto e
= 10 1CT 0] ) SRR 28

CAPITULO 11

Figura 1.

Figura 2.

Alocacdo relativa (%) de massa fresca em plantas de videira variedade
Vitoria enxertadas sobre os porta-enxertos IAC 313 (A), IAC 572 (B) e SO4
(C) crescidas na auséncia (0) e presenca de NaCl (100 mM) durante 30 dias
em condigdes de casa de
V=T =1 - Lot T TSSOSO PRSP PV PRPRPPPPRO 48

Aspecto visual de plantas de videira variedade Vitoria enxertadas sobre 0s



Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

porta-enxertos IAC 313 (A), IAC 572 (B) e SO4 (C) crescidas na auséncia
(0) e presenca de NaCl (50 e 100 mM) durante 30 dias em condicdes de casa
de vegetacdo. Observar ao lado das plantas uma régua de 1 m, como
referéncia para a altura das
PLANTAS. ...t e e 49

Sintomas foliares caracteristicos apresentados em mudas de videira da
cultivar Vitoria enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e
S04, quando crescidas na auséncia (0) e presenca de NaCl (50 e 100 mM)
durante 30 dias em condigdes de casa de
(LT [=] - To%: Lo ST P PRI 50

Fotossintese liquida (A), taxa de transpiracdo (B), condutancia estomatica
(C) e pressdo parcial intercelular de CO;, (D) em mudas de videira da
cultivar Vitoria enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e
S04, quando crescidas na auséncia (0) e presenca de NaCl (50 e 100 mM)
durante 30 dias em condicdes de casa de
VEOETAGAD. ...ttt bbbt bbb 51

Estimativas da eficiéncia de uso de agua (A) e eficiéncia de carboxilagdo
instantanea (B) em mudas de videira da cultivar Vitdria enxertada sobre 0s
porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4, quando crescidas na auséncia (0)
e presenca de NaCl (50 e 100 mM) durante 30 dias em condicGes de casa
de

(LT [=] - Lo Lo ST PPURSRTRRN 52

Mudancas do potencial hidrico em mudas de videira cultivar Vitéria
enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4, quando
crescidas na auséncia (0) e presenca de NaCl (50 e 100 mM) durante 30
dias em condicdes de casa de
VEOBTAGAD. ...ttt et bbb 53

Redimento quantico atual do PSII (A), quenching fotoquimico (B), taxa de
transporte de elétrons (C) e quenching ndo fotoquimica (D) em mudas de
videira da cultivar Vitéria enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC
572 e SO4, quando crescidas na auséncia (0) e presenca de NaCl (50 e 100
mM) durante 30 dias em condic¢des de casa de vegetacdo. Os valores de
redimento quantico potencial do PSII (razdo Fv/Fm) para as mudas sobre
IAC 313 foram de 0,8+0,077 e 0,79+0,016; para o IAC 572 foram
0,77+0,020 e 0,72+0,045 e para 0 SO4 foram 0,790,009 e 0,750,026,
para 0s tratamentos de O e 100 mM de NaCl,
FESPECLIVAMENTE. .....viiiie ettt e e ereas 54

Curvas de inducdo fotossintética por luz apresentando os parametros de
rendimento quantico atual do PSII (A), quenching fotoquimico (B), taxa de
transporte de elétrons (C) e quenching ndo fotoquimica (D) em mudas de
videira cultivar Vitoria enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC
572 e SO4, quando crescidas na auséncia (0) e presenca de NaCl (100 mM)
durante 30 dias em condicGes de casa de vegetacdo. Os valores de
redimento quantico potencial do PSII (razdo Fv/Fm) para as mudas foram:



Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

IAC 313 de 0,85+0,090 e 0,81+0,016; IAC 572 de 0,78+0,005 e
0,74+0,050 e SO4 foram de 0,77+0,014 e 0,74+0,025, para os tratamentos
de 0 e 100 mM de NacCl,
FESPECTIVAMENTE. ...ttt 56

Taxa de acimulo de sodio (Na*) em mudas de videira da variedade Vitoria
enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a
concentragdes crescente de NaCl (0 — Controle, 50 mM e 100 mM), durante
30 dias em condicdes de casa de
VEOELAGAD. ...ttt 59

Taxa de acimulo de potassio (K*) em mudas de videira da variedade
Vitoria enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4
submetidas a concentracOes crescente de NaCl (0 — Controle, 50 mM e
100 mM), durante 30 dias em condicbes de casa de
VEOBTAGAD. ...tttk ettt 60

Teor de proteinas soltveis (A) e atividade das enzimas catalase (B) e
peroxidase do ascorbato (C) em mudas de videira da cultivar Vitoria sobre
os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4, crescidas na auséncia (0) e
presenca de NaCl (50 e 100 mM) durante 30 dias em condigdes de casa de
VLT =] LoF: [o S PSS TUPRTR 63

LISTA DE TABELAS

Valores médios da condutividade elétrica em funcdo dos teores de NaCl
da agua usada na rega das plantas de videira submetidas a concentracdes

SRS e 40

Conteldo de massa seca (MS) de raizes, caules, folhas e de planta inteira
de mudas de videira da variedade Vitoria enxertada sobre os porta-
enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a concentracdes crescente
de NaCl (0 — Controle, 50 mM e 100 mM), durante 30 dias em condicdes
de casa de
V=T 1= - Lot o T TR U PP PP PRI 46

Taxa de acumulo diaria (TAD) de MS de raizes, caules e folhas e planta
inteira de mudas de videira da variedade Vitéria enxertada sobre os porta-
enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a concentragdes crescente
de NaCl (0 — Controle, 50 mM e 100 mM), durante 30 dias em condigdes
de casa de
VEOETAGAD. ... ettt ettt et ettt sttt et e bt e e b sre et e b e nreas 46



Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

Teores de clorofilas a, b, totais e relagdo clorofila a/b em mudas de
videira da variedade Vitdria enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313,
IAC 572 e SO4 submetidas a concentragdes crescente de NaCl (0 —
Controle, 50 mM e 100 mM), durante 30 dias em condicdes de casa de
VLT o] LoF: o SRR 48

Teor de sédio (Na") em mudas de videira da variedade Vitoria enxertada
sobre o0s porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a
concentragcdes crescente de NaCl (0 — Controle, 50 mM e 100 mM),
durante 30 dias em condigdes de casa de
VEOBTAGAD. ....eveereee ettt b ettt 57

Teor de potassio (K*) em mudas de videira da variedade Vitdria enxertada
sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a
concentracdes crescente de NaCl (0 — Controle, 50 mM e 100 mM),
durante 30 dias em condicdes de casa de
VEOBTAGAD. ....eveeeve etttk ettt ettt 58

Teor de cloreto (CI") em mudas de videira da variedade Vitéria enxertada
sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a
concentracdes crescente de NaCl (0 — Controle, 50 mM e 100 mM),
durante 30 dias em condicdes de casa de
VEOBTAGAD. ...tttk ettt bbbt 61

Teor de TBARS e glutationa reduzida (GHS) em mudas de videira da
variedade Vitdria enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e
S04 submetidas a concentracdes crescente de NaCl (0 — Controle, 50 mM
e 100 mM), durante 30 dias em condicbes de casa de
VLT =l LoF: [o TP SRTRRPP 64

Teor de ascorbato total, reduzido e oxidado, e relacdo do teor de ascorbato
reduzido em relagdo ao contetdo total (Reduzido/Total) em folhas de
mudas de videira da variedade Vitéria enxertada sobre 0s porta-enxertos
IAC 313, IAC 573 e SO4 submetidas a concentragdes crescente de NaCl
(0 — Controle, 50 mM e 100 mM), durante 30 dias em condicGes de casa
08 VEGETAGAD. ... ettt 65



SUMARIO

INTRODUGAQO GERAL ......oovoeeeeceeeeeveeeesves s sess s 13
HIPOTESE E OBJIETIVOS ...t sessssess s 14
HIPOTESE ..ottt sttt sttt 14
OBJETIVO GERAL ......ovmveeeeeee e esvs s seanens 14
OBJETIVOS ESPECIFICOS .....oooveeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeesies s ssssssas s sseaseassen e 15
CAPITULO | oot sttt 16

CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA: MECANISMOS DE
HOMEOSTASE IONICA E MODULACAO OXIDATIVA ENVOLVIDOS NA

RESISTENCIA A SALINIDADE EM PLANTAS ....ooviiiveeeeveeeee e 17
1.1LESEIESSE SAIINO ... 17

1.2. Efeito do estresse salino no metabolisamo vegetal.............ccccoevveiiicinenenne. 18

1.3. HOMEOSLASE TONICA. .. ..cvveueeneiieieitieiesii ettt 21

2. METABOLISMO OXIDATIVO ..ot 22
2.1. Producdo de espécies reativas de 0xigénio (EROS) .........cccvvereriineinencnienn 22

2.2. Protegdo oxidativa em plantas............coviiiiiiiinenee s 24

2.3. Sisntemas enzimaticos € NA0-ENZIMALICOS. ........ccccerererereese e 25

3. Cultura da videira e a utilizacdo do porta-enxerto na toleréncia a salinidade 26
CAPITULO et 35

CAPITULO Il - CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS ENVOLVIDAS NA
RESISTENCIA DIFERENCIAL AO ESTRESSE SALINO EM PORTA-

ENXERTOS DE VIDEIRA ...ttt 36
RESUMO ...t ettt ettt e e sre e s b e e nneas 36
1. INTRODUGAO . .....coooieeeeeteetee e eeseeeeseee s ses st se s 38
2. MATERIAL E METODOS ..ottt 39

2.1. Local do experimento, material vegetal e conducdo dos tratamentos.............. 39

2.2. Mensuracdes de parametros de fluorescéncia: curvas de luz e de inducéo ..... 40



2.3. Medidas de trOCAS QASOSAS ........ueruererrerrieaierieesieeieseesreeeesseesseessesseesseeseesseees 41

2.4, Taxa de Acimulo Diéario de Massa Seca (MS).......ccovvvevvereererenesese e 41
2.5. Potencial hidrico foliar (PWE) ....ccoviiiiiiiiiis 41
2.6. Teores de clorofilas @, b € tOtAIS .....cc.evveiiiiiiii i 42
2.7. Teor de sodio (Na*), potassio (K*) e cloreto (CI) .......ccoeevevevevreeeereeecereenans 42
2.8. Taxa de Actimulo Diario de Na*, K" € Cl ...c.cccvcvvieicieieceeceeeee e, 42
2.9. Extracdo de proteinas e atividades enzimatiCas...........cccccvvvververeiiierveriesnnenns 43
2.10. Teor de ascorbato reduzido e glutationa reduzida .............ccccovevviirerverieennenn 44
2.11. Teor de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)........c.c......... 44
2.12. Delineamento estatistico e analise dos dados ...........c.cccceerineiiincicincine 45
3. RESULTADOS ...ttt 45

3.1. Crescimento, alocacdo de massa seca, conteddo de clorofila e sintomas de
toxicidade das plantas enxertadas de videira crescidas na auséncia e presenca de
SAINIAAAE. ...ttt re e ereenne s 45

3.2. Trocas gasosas, parametros fotoquimicos e potencial hidrico em plantas de

videira crescidas na auséncia e presenca de salinidade............cccocceeveevveieiiieieenns 50

3.3. Teores de Na*, K CI e taxa de acumulacio de Na*, K* em plantas enxertadas

de videira crescidas na auséncia e presenca de salinidade .............ccccoocevenininnnn. 56

3.4. Atividade enzimatica, ndo enzimatica e peroxidacdo lipidica (TBARS) em

plantas de videira enxertadas na auséncia e presenca de salinidade ..................... 61
4. DISCUSSAOD.......oouiiiiiiieissiie s s 65
5. CONCLUSAOD ..ottt 70

8. REFERENCIAS ..ottt 71



INTRODUCAO GERAL

A salinidade prejudica o crescimento e o desenvolvimento das plantas devido a varios
fatores que estdo ligados aos principais processos fisiologicos, como interrupcdo na
homeostase dos ions, alteracdo do balango hidrico, inibi¢do da fotossintese e varios processos
bioguimicos, incluindo atividades enziméticas (AHANGER et al., 2019; MAHOUACHI,
2018). Quase 20% de todas as terras irrigadas no mundo séo afetadas pela salinidade, que
causa e é uma grande restricdo ao rendimento das culturas (FITA et al., 2015). Dessa forma,
conhecer os mecanismos que fundamentam a tolerancia ao sal das plantas, especialmente suas
caracteristicas relacionadas ao transporte de ions, € importante, pois permitiria o0
melhoramento de culturas tolerantes ao sal.

Sob condicdes de estresse salino, o estresse oxidativo normalmente ocorre devido a uma
mudanca no equilibrio entre a luz recebida pelas folhas e a eficiéncia da absorcdo de luz
durante a fotossintese, um fenbmeno associado a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e aumento do vazamento de elétrons para as células em biofilmes (KARIMI,
MOHAMMADPARAST; MINAZADEH 2019; ABDEL LATEF et al., 2019). O acimulo
excessivo de oxigénio EROs é toxico e destrutivo para as células, pois danifica as membranas
celulares, cloroplastos, proteinas e acidos nucleicos e, finalmente, interrompe o metabolismo
celular normal (MITLER 2002; GUPTA; HUANG 2014). Para superar o estresse salino e
reduzir os danos causados pelas EROs, as plantas sdo equipadas com varios sistemas de
protecdo enzimatica, como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX) e metabdlitos ndo enzimaticos semelhantes, incluindo glutationa (ABDEL
LATEF et al., 2019).

As plantas quando submetidas ao estresse salino podem apresentar uma superexposicdo
aos fons sodio (Na*) e cloreto (CI) que se acumulam nos tecidos da planta, o que pode
interromper o equilibrio de nutrientes em altas doses, causando posteriormente um
comprometimento fisioldgico significativo (MINAZADEH, KARIMI; PARAST, 2018). Em
solos salinos a alta forca osmoética reduz a absorcdo de agua pelas raizes da planta. Esta
condicdo induz estresse osmotico, desequilibrio idnico, toxicidade i6nica e desnutricdo nas
plantas (GUPTA; HUANG, 2014). Na regulacdo de alguns processos fisiologicos das plantas,
0 cloreto (CI") é capaz de acionar fungdes positivas. No entanto, da mesma forma torna-se
igualmente toxico as plantas quando encontrado em grandes concentragdes no solo,
especialmente associado ao Na* (LI et al., 2017). A toxicidade causada pelo cloreto é muito

relatada em culturas lenhosas perenes, inclusive em videiras, onde o acimulo deste ion nas
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folhas esta correlacionado com diminui¢des na fotossintese, rendimento e qualidade das
culturas (GONG et al., 2010; FORT et al., 2013).

A videira (Vitis vinifera L.) apresenta extenso cultivo em vaérias regibes do mundo,
informacdes do relatdrio estatistico da Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho — OIV
sobre vitivinicultura mundial mostram que as areas globais de plantio de uva aumentaram
rapidamente nos ultimos anos, compreendendo por volta de sete milhGes e meio de hectares
no ano de 2018 e mais de 44,78 milhdes de toneladas de frutas silvestres produzidas em todo
o mundo (OIV, 2019). No Brasil, a vitivinicultura tem ascendido na fruticultura nacional, com
ampliacdo do cultivo exclusivo de regifes temperadas a semiaridas, com destaque para o
Submédio do Vale do Séo Francisco, que é responsavel por mais de 15% de toda a producéo
nacional (CAMARGO et al., 2011).

Nas regides semiaridas os volumes de evapotranspiracdo excedem os volumes de
precipitacdo ao longo do ano, favorecendo o processo de salinizacdo dos solos (HANIN,
2016). Assim, para vitivinicultura nessas regifes o uso de porta-enxertos com caracteristica de
exclusdo de sais pode contribuir para a sustentabiliade da cultura, uma vez que 0s mecanismos
de tolerancia conferidos pelo porta-enxerto sdo transmitidos para a muda/copa usada na
enxertia, € muito importante que o porta-enxerto comumente utilizado apresente uma boa
compatibilidade com as variedades copa, dessa forma pode garantir uma melhor
produtividade das plantas mesmo em condicdes adversas. Dessa forma, este trabalho tem
como objetivo verificar o potencial do porta-enxerto utilizado na enxertia de mudas de videira
sob salinidade, a fim de caracterizar mecanismos bioquimicos/fisioldgicos conferidos pelo
porta-enxerto associados com a homeostase idnica, eficiéncia fotossintética e protecdo

oxidativa.
HIPOTESE E OBJETIVOS

A utilizacdo de gendtipos de porta-enxertos com caracteristicas de exclusdo de ions
toxicos em mudas de videira sob salinidade confere maior tolerdncia ao sal em plantas

enxertadas.
OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de porta-enxertos em atenuar distirbios metabdlicos envolvendo
processos vitais como fotossintese, homeostase idnica e protecdo oxidativa em plantas

enxertadas de videira submetidas a salinidade.

14



OBJETIVOS ESPECIFICOS

v/ Avaliar as mudancas nas trocas gasosas por medidas de condutancia estomatica (gS),
transpiracdo (E), assimilacdo liquida de CO, (Pn), concentracdo intercelular de CO; (Cj) e
estimativa da eficiéncia de carboxilacdo instantanea (Pn/Ci) e de uso de agua (Pn/E) em
plantas enxertadas de videira na auséncia e presenca de salinidade;

v/ Estimar a eficiéncia fotoquimica por medidas da taxa aparente de transporte de elétrons
(ETR), quenching fotoquimico (gP) e ndo fotoquimico (NPQ) e Redimento quantico atual do
PSII (¢PSII) em plantas enxertadas de videira na auséncia e presenca de salinidade;

v/ Determinar os contetdos de clorofilas a, b e totais em plantas enxertadas de videira na
auséncia e presenca de salinidade;

v/ Averiguar de danos oxidativos (contetdo de TBARS) em folhas de plantas enxertadas de
videira submetidas ou ndo ao estresse salino;

v/ Mensurar o potencial hidrico de porta-enxertos e plantas enxertadas na auséncia e presenca
de NaCl;

v Avaliar as mudancas na capacidade de protecdo oxidativa com base na atividade das
enzimas APX e CAT em folhas de plantas enxertadas na auséncia e presenca de sal;

v Estimar os conteudos e o balango redox de antioxidantes ndo enzimaticos ascorbato (ASC)
e glutationa (GSH), em folhas de plantas enxertadas de videira cultivadas na auséncia e
presenca de salinidade;

v’ Verificar a intensidade do estresse ionico causado pela salinidade com base em medidas de

massa fresca, contetidos de Na*, K e CI" em plantas enxertadas de videira na auséncia e
presenca de salinidade.
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CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA: MECANISMOS DE HOMEOSTASE
IONICA E MODULACAO OXIDATIVA ENVOLVIDOS NA RESISTENCIA A
SALINIDADE EM PLANTAS

1.1. Estresse salino

A salinidade é um dos principais fatores que contribuem para o declinio da
produtividade global das culturas (SOUZA et al., 2021). Em regiGes aridas e semiaridas, com
alta evaporacdo e baixa precipitacdo, a irrigacdo € necessaria para garantir a producao
agricola. No entanto, 0 uso de agua com altas concetracfes salinas e a falta de drenagem
eficaz tém resultado no aumento da salinidade nas &reas agricolas (FIGUEIREDO et al.,
2019). O processo de salinizacdo do solo acelerou rapidamente, e ja representa cerca de 20%
da éarea irrigada total do mundo (HASSAN et al., 2021). No Brasil, cerca de 2% do solo do
pais estd exposto a salinidade, principalmente no Nordeste (GORJI; TANIK; SERTEL, 2015).

As plantas encontradas nesses ambientes de elevada concentracdo de sais e que sé@o
menos afetadas, sdo denominadas haldfitas, essas plantas possuem mecanismo como a
compartimentalizacdo de ions no vacuolo de suas células, o que possibilita a sua
sobrevivéncia, elas possuem mecanismos de resisténcia para suportar maiores concentracoes
de sal, enquanto as glicofitas ndo possuem tais mecanismos (TAIZ et al.,, 2017). O
comportamento diferente entre eles é atribuido & sua variagdo na cadeia fotossintética de
transporte de elétrons, assimilacdo de CO,, contetdo de pigmento fotossintético e produgédo
de EROs. O estresse salino causa principalmente estresse osmotico, ibnico e oxidativo, que
alteram os aspectos morfoldgicos, fisiologicos e moleculares das plantas, afetando assim no
seu metabolismo e crescimento (TANG et al., 2015).

Os ions sodio (Na*) e cloreto (Cl") quando estdo presentes em excesso no solo sdo
transportados e acumulados até o nivel téxico por meio de outros ions essenciais nas células
vegetais (JALIL; ANSARI, 2020). As espécies idnicas que podem induzir a salinidade sédo
NaCl, Na,SO,4, MgSQO,, CaSO,4, MgCl,, KCI e Na,COg3, sendo NaCl o sal com maior efeito
devido a sua dissociacdo em Na* e CI” (MUNNS; TESTER, 2008). A presenca desses sais
podem causar alteracdes osmaticas e/ou ibnicas em nivel celular, prejudicando na nutri¢do das
plantas, no seu crescimento e desempenho (MACHADO, et al., 2017). Exemplos de efeitos

osmoticos e ibnicos nas plantas podem ser observados na Figura 1.
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Figura 1. Mecanismo de tolerancia e danos causados pelo estresse ibnico e osmotico
induzidos pela salinidade em plantas.

Sob condi¢bes de salinidade, as plantas tém duas fases de resposta: uma fase rapida
(déficit hidrico) e uma fase lenta (acumulo de sal e toxicidade) (MACHADO, et al., 2017).
Em ambos os casos, a condutdncia estomatica, a transpiracdo e a disponibilidade de CO,
diminuem e o processo fotossintético é alterado. Como consequéncia, 0 estresse oxidativo é
induzido pelo aumento da geracdo e presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(ASHRAF; HARRIS, 2013). As plantas inicialmente sofrem com o estresse salino, o estresse
osmético devido aos sais fora da planta e, posteriormente, sofre estresse i6nico conforme os
sais se acumulam em niveis toxicos na célula, a fase do estresse idnico determina amplamente

as diferencas genotipicas na tolerancia a salinidade da planta (MUNNS et al., 1995).
1.2. Efeito do estresse salino na fotossintese e no metabolismo vegetal

O estresse salino é responsavel por afetar o crescimento e 0 metabolismo das plantas
devido aos seus efeitos osmatico e ibnico, tais efeitos comprometem o funcionamento celular,
resultando na reducdo do crescimento, o que pode levar a morte da planta (PATADE et al.,
2012). E caracteristica desse estresse desencadear algumas rea¢des comuns, que levam a
desidratacdo celular com simultaneas alteracGes osmoticas, além de diminuicdo dos volumes
citosélico e vacuolares, a partir disso é provocado o déficit hidrico na planta, que chega a
reduzir a taxa de fotossintese e superexposicdo energética dos cloroplastos (WANG et al.,
2009).
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O aumento no teor de Na* é sempre acompanhado por actiimulo de CI™ e perda de K em
plantas expostas ao estresse salino (TAVAKKOLI et al., 2010; WU et al., 2018). O K"
apresenta papel importante na atividade das células vegetais em resposta ao estresse
(ANSCHUTZ et al., 2014). J4 o CI” é um micronutriente vegetal e regula o potencial
osmatico foliar, o turgor e estimula o crescimento das plantas (FRANCO-NAVARRO et al.,
2016). No entanto, solu¢es com alto teor de Cl™ sdo toxicas e prejudicam a fotossintese e 0
crescimento (TAVAKKOLI et al.,, 2011). Nessas condi¢des, quando a fixacdo de CO, €
reduzida, pode resultar em um aumento da relagio NADPH/NADP® no estroma dos
cloroplastos, devido ao menor uso de poder redutor (NADPH) associado com uma menor
atividade do Ciclo de Calvin (FOYER et al., 2012). A figura abaixo mostra como ocorre a

fixacdo do carbono C3 em plantas de videira.
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Figura 2. Diagrama simplificado da via do metabolismo C3 em videira no periodo diurno.

Dessa forma, os pigmentos que sdo responsaveis por captar a energia luminosa, como
por exemplo, clorofilas e os carotendides sdo afetados pela salinidade devido ao efluxo
excessivo do fon K" induzida pelo excesso de Na*, causando danos a biossintese da clorofila e
também, degradando a clorofila original (LU et al., 2017; SANTA-MARIA et al., 2018).
Portanto, a manutencdo do K* em condicdes de salinidade ajuda na difusdo do CO; celular,
uma vez que o K esta diretamente envolvido no movimento estomatico e na turgescéncia do
tecido (TRANKNER et al., 2018)
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A exposicdo da planta a elevados teores de sais prejudica a absor¢do de agua e
nutrientes devido a reducdo dos potenciais osmotico e hidrico do ambiente radicular; assim, as
plantas apresentam dificuldade ou ficam impossibilitadas de absorver a agua sendo esse
processo de estresse hidrico conhecido por seca fisiologica (ALVES et al., 2011; DIAS;
BLANCO, 2010). Isso acarreta reducdo da abertura estomatica, reduzindo a assimilagdo
liquida de CO,, a producdo de fotoassimilados e a produtividade da planta (BERNSTEIN et
al., 1993; MUNNS, 2002).

Estresses osmaticos e idnicos causam danos as reacdes metabolicas e interferem no
processo de reparo de fotossistemas danificados que, em ultima analise, levam a geracdo
excessiva de espécies reativas de oxigénio (HOSSAIN et al., 2016). A fase inicial do estresse
(osmdtica) é a mais danosa para a planta, o efeito ibnico s6 € mais dominante que o osmético
em niveis muito elevados de salinidade ou em espécies sensiveis que nao possuem a

capacidade de controlar o transporte dos ions toxicos (MUNNS; TESTE, 2008).
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Figura 3. Esquema do ajuste osmético ocorrendo quando as concentracdes de solutos dentro
de uma célula vegetal aumentam para manter a pressdo positiva de turgor (Fonte:
BUCHANAN, 2015).

Os ambientes salinos possuem um grande numero de potenciais hidricos baixos e
constantes disponiveis. Como o potencial hidrico desse ambiente € muito baixo, as plantas sdo
obrigadas a diminuir seu potencial hidrico para transferir solutos das raizes para as folhas.
Desta forma, plantas que crescem em salinidade e sdo moderadamente tolerantes podem

autorregular a infiltracdo, evitando perdas por inchamento e, portanto, desnutri¢do. Plantas
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sensfveis ao sal desenvolvem sintomas quando altas concentracdes de fons Na*, CI" ou SO4*
se acumulam dentro das células, o que pode perturbar o equilibrio ao inibir a acdo de outros
fons, como K*. , como o Na*, além de competir com o K" pela absorcdo pelas raizes, inativa

enzimas e inibe a sintese proteica (TAIZ et al., 2017).
1.3. Homeostase ionica

A salinidade afeta a redistribuicéo de fons, como Ca?*, K* e Na*, resultando em uma
nova homeostase. O estresse salino afeta severamente a homeostase do K™ devido a sua
semelhanca quimica com o Na’. Sintomas de deficiéncia de K* e interrupcio de processos
fisiolégicos mediados por K*, como sintese de proteinas e reacGes enzimaticas, s&o
significativamente afetados por altas concentracdes de sodio. A manutencdo adequada da
relagdo Na'/K" é um fator critico para a sobrevivéncia das plantas. Em condi¢bes de
salinidade, alteracdes nas relacdes celulares Na'/K™ interferem nos sitios de captaco local na
membrana plasmatica, canal catidnico ndo seletivo e transportador de potassio, através da
competicdo de Na* com K*. Um aumento de Na' resulta em uma diminuicdo de K™ que se
torna termodinamicamente desfavoravel, aumentando assim o efluxo de K* através do canal
ndo retificador (SHABLA; CUIN, 2008; ADAMS; SHIN, 2014).

Sob estresse salino, aparecem altas concentraces de Ca®*, lidas pelo sensor de Ca*
SOS3, conforme mostrado na Figura 4. Quando este sensor € ativado, a proteina SOS3
interage com a proteina quinase SOS2 e o complexo SOS3-SOS2, ativando também a
protefna SOS1, que atua como um transportador do tipo antiporter Na”’H* localizado na
membrana plasmatica, estabelecendo-se na célula a homeostase de Na® (KADER;
LINDBERG, 2010). Esses sinais, como 0s canais de calcio, podem ser ativados por alteracdes
de pH induzidas pela atividade do SOS, e a multiplicacdo desses sinais subjacentes por
informacBes destaca a complexidade da sinalizacdo do estresse (KADER; LINDBERG).
2010). O Ca** citos6lico esta diretamente envolvido na homeostase idnica e em quase todas as
respostas ao estresse através da cascata MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase),
equilibrando a producdo e remocdo de EROs durante o estabelecimento da homeostase
(PANG; WANG, 2008).

A homeostase dos ions de K* no citoplasma surgiu como um importante mecanismo de
tolerancia, permitindo a atividade de muitas enzimas citoplasmaticas, regulacdo do volume
celular e manutengéo da integridade da membrana (MUNNS; TESTER, 2008). O potassio &

um macronutriente essencial e o cation mais abundante para as plantas, representando até
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10% da matéria seca das plantas, e atua como um cofator importante em muitos processos
biossintéticos (MAATHUIS; PODAR, 2011).

As plantas sofrem efeitos triplos com alta salinidade do solo: desequilibrio i6nico,
reducdo de nutrientes e seca fisioldgica devido a reducdo do potencial hidrico (MUNNS;
TESTER, 2008; RUIZ-LOZANO et al., 2012; PLAUT et al., 2013). Em ambientes salinos, as
plantas removem o excesso de Na* no custo de K*, sendo o calcio a causa mais importante da
competicdo entre sédio e potassio, pois 0 Ca®* mantém transporte de K* e eliminando
diretamente na importacdo de sdédio mediada por canais de ions nao-seletivos. Muitas vezes as
plantas cultivadas em solos salinos, buscam evitar o acimulo de sal por mecanismos que
excluem o Na* e CI a partir de raizes e parte aérea, enquanto ocorre a retomada da agua pelo
solo (MUNNS; TESTER, 2008).
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Figura 4. Modelo esquematico apresentando os principais transportadores de ions para
manter baixa concentracdo de Na* no citosol celular sob salinidade. Pelo modelo proposto, as
proteinas quinases SOS2 e SOS3, sensivel ao Ca?*, ativam tanto a proteina SOS1 como
também a proteina NHX1, ambas envolvidas na exclusio de Na* (Fonte: BUCHANAN et al.,
2015).

2. METABOLISMO OXIDATIVO

2.1. Producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
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As espécies reativas de oxigénio (ERO's) sdo formas parcialmente reduzidas de
oxigénio atmosférico (O.), resultantes da excitagdo de O, formando o oxigénio singleto (*O,)
ou da transferéncia de um, dois ou trés elétrons para O, para formar, respectivamente, um
radical superoxido (Oae-), peroxido de hidrogénio (H.O,) ou um radical hidroxila (OH-)
(MITTLER, 2002). Esses componentes sédo produzidos continuamente como subprodutos
inevitaveis do metabolismo aerdbio de varias vias metabdlicas que estdo localizadas em
diferentes compartimentos celulares, como cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos
(FOYER; NOCTOR, 2003). Esse processo pode ser observado na figura abaixo.

ONOO’

- Reatividade: alta
. - Meia-vida: baixa (1 ps)
o Oxigénio Ton e )
Oxigénio singleto sitmiosTerico i Radical superéxido _ peréxido - Distancia percorrida: 1nm (curta)
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Figura 5. Esquema representando a formacédo de diferentes espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio oxigénio atmosférico (O,) que é excitado ou reduzido formando o oxigénio
singleto (*O,), radical superéxido (O.e-) perdxido de hidrogénio (H.0,), sendo que este
Gltimo interage com Fe?* para formar radicais hidroxila (OH-) através da reacdo de Fenton
(Fonte: Adaptado de MITTLER, 2017).

Quanto ao tempo de vida e atuacdo nos compartimentos celulares, as EROs apresentam
suas particularidades. O radical hidroxila (OH-), por exemplo, € gerado pela reacdo de Fenton
e catalisado por metais de transicdo como Fe?* e Fe®*, é a espécie mais instavel que reage
rapidamente (alta reatividade) com todos os tipos de componentes celulares, como lipidios,
DNA, carboidratos e proteinas, como reflete sua meia-vida de apenas 1 ps
(MIGNOLETSPRUYT et al., 2016).

23



No caso do oxigénio singleto (*O.) e o radical superéxido (O2+-) eles também interagem
com a maioria das biomoléculas, como lipidios, proteinas e DNA/RNA, possuem meia-vidas
muito curtas de aproximadamente 4 ps (na agua) e 1-4 us, respectivamente, tendo o oxigénio
singleto preferéncia por regides ricas em elétrons o que acaba mostrando uma forma de
seletividade a sua interag¢do. O radical superdxido ¢ mais reativo que OHe, e supostamente
mais que o oxigénio singleto 'O, e cada uma destas espécies podem causar peroxidagdo da
membrana lipidica e enfraquecimento celular (KOH; FLUHR, 2016).

O peréxido de hidrogénio (H,O;) € umas das espécies reativas de oxigénio que
apresentam relativamente uma longa meia-vida (1ms) e o excesso de H,O, nas células das
plantas lidera o estresse oxidativo. Ele também atua com uma chave reguladora de uma ampla
variedade de processos fisioldgicos, tais como a senescéncia, fotorrespiracdo, fotossintese,
movimento estomatico, ciclo celular, crescimento e desenvolvimento celular, além do mais,
apresenta alta permeabilidade nas membranas celulares e por sua alta meia-vida, esta ERO
esta sendo aceita como um mensageiro de sinais no interior celular (QUAN et al., 2008).

2.2. Protecdo oxidativa em plantas

O estresse oxidativo nas plantas é considerado um distdrbio que se da pelo fato de
causar desequilibrio na homeostase redox celular, o que resulta de um aumento de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (ROYCHOWDHURY, et al., 2019). A atividade antioxidante é
reduzida sob condigOes estressantes, isso ocorre com a funcdo de ajudar as EROs a se
acumularem em niveis descompensados, 0 que leva a explosdo oxidativa e dano oxidativo
(APEL; HIRT, 2004). A producao de EROs especificas nas células é altamente localizada e
regulada por compartimentos especificos, dependendo das vias de funcionamento enzimaticas
e ndo enzimaticas, quando sdo geradas em diferentes organelas afetam, a clorofila, as
proteinas e as enzimas (PODGORSKA; BURIAN, 2017).

O cloroplasto é considerado vulnerdvel para formacdo de EROs, quando estas sdo
geradas ocasionam reducao na eficiéncia fotossintética que leva a reducdo do crescimento e
produtividade das plantas. A atividade fotossintética é afetada pelos efeitos das EROs, no
entanto, a exploracdo de processos moleculares relacionados a essas espécies podem prevenir
efeitos prejudiciais. Os fatores abi6ticos do ambiente na maioria dos casos sdo prejudiciais
para as plantas de forma que reduzem a condutancia estomatica, diminuem a assimilacdo de
CO; e resultam na formacdo de clorofila tripla excitada (3Chl*) que perturba a fotossintese,
induz a superproducédo de EROs e estimula a foto-oxidacdo (SHAKIROVA et al., 2016). A

24



geragdo de EROs nos centros de reacdo de PSII e | se deve principalmente a presenca de
intermediérios energéticos em excesso, agentes redutores e O, (ASADA, 2006). Nos
cloroplastos as EROs causam estresse foto-oxidativo, que leva a peroxidacdo lipidica, danos
as proteinas da membrana que afetam o centro de reacdo do PSII e, por fim, a morte celular
(MILLER et al., 2010; DAS; ROYCHOUDHURY, 2014).

No entanto, as plantas desenvolveram diversos mecanismos de defesa para aumentar a
sua tolerdncia e sobrevivéncia em ambiente sob condi¢Ges extremas. Dentre esses
mecanismos esta a tolerdncia aos estresses, que necessita ser ativado por atividades
metabolicas, que inclui as vias antioxidantes e os sistemas de eliminacdo de EROs,
contribuindo para o crescimento da planta sob estresse (EL-MASHAD; MOHAMED, 2012).

As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sdo muito reativas, por um longo periodo
acreditava-se que as EROs eram produtos que apresentavam apenas efeitos nocivos ao
metabolismo celular aerdbico, responsavel por causar estresse oxidativo nos vegetais
(MIGNOLET-SPRUYT et al., 2016). No entanto, com o passar do tempo, constatou-se que
elas também desempenham um papel muito importante como mensageiras estando ligadas a
sinalizacdo redox, cada compartimento celular contém o seu préprio conjunto de vias de
producdo e de eliminacdo de EROs, que é controlado por uma rede de genes gerando
sinalizages particulares (MITTLER et al., 2011).

2.3. Sistemas enzimaticos e ndo-enzimaticos

O complexo sistema de defesa das plantas envolve mecanismos enzimaticos e nao
enzimaticos, que atua na protecdo oxidativa na célula vegetal (FOYER; NOCTOR, 2005). Os
sistemas de protecdo enzimaticos atuam como barreiras fisiologicas para eliminar os radicais
livres, que inclui a atividade superdxido dismutase (SOD), peroxidases ascorbato (APX),
catalases (CAT), peroxidase de fendis (POX), (BONNEFOY et al., 2002). A atuacdo conjunta
destas enzimas, nos diferentes compartimentos celulares, faz com que ocorra um equilibrio
entre a taxa de formacdo e remocdo dessas espécies reativas de oxigénio, mantendo os niveis
de (H20,) ideais para sinalizagdo celular (MUNNS; TESTER, 2008).

A primeira linha de defesa contra as EROs, sdo as SODs, que atuam catalisando a
dismutacdo do superdxido (Oe-), gerando H,O, e O,. Participando da modulacdo dos niveis
de H,O, em cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos (MITTLER, 2002;
BHATTACHARIJEE, 2010). As SODs podem ser classificadas de acordo com seus cofatores
metalicos: cobre e zinco (Cu/Zn-SOD), manganés (Mn-SOD) e ferro (Fe-SOD). As
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Cu/ZnSOD encontram-se no citoplasma, as Mn-SOD nas mitocondrias e peroxissomos das
células eucariotas e Fe-SOD nos cloroplastos (GILL; TUJETA, 2010).

A ascorbato peroxidase (APX) e a catalase (CAT) sdo as duas enzimas mais importantes
dentre os componentes de desintoxicacdo do H,O,. A acdo da CAT e das peroxidases destaca
a diferenca basica entre as duas principais rotas metabolicas do H,O,nas células. A remocao
de perdéxido de hidrogénio por peroxidases requer uma pequena molécula redutora (ou
proteinas como o citocromo ¢ ou tioredoxina) para agir como um co-fator de regeneracao e
ndo leva a evolucédo de O,, porque a 4gua € o produto da reagdo (BHATT; TRIPATHI, 2011).

A catalase (CAT) € uma das principais enzimas na eliminacdo do H,O, gerado durante a
fotorrespiragdo ¢ a f-oxidacdo dos &cidos graxos. Atua nos peroxissomos e glioxissomos e
pode ser encontrada também em mitocondrias. Ela converte duas moléculas de H,O, a H,0 e
oxigénio molecular, além disso, a atividade da CAT é efetiva, principalmente, em
concentracOes relativamente altas de H,O, (mM), por isso sdo consideradas indispensaveis
para a desintoxicacdo de EROs, especialmente em condicOes de estresse severo, quando 0s
niveis de H,0, estdo elevados (DUBEY, 2011).

Além dos mecanismos enzimaticos, é importante destacar os ndo enzimaticos como
ascorbato (AsA) que é um dos mais importantes antioxidantes ndo enzimaticos e pode inativar
varias EROs. Juntamente com a glutationa (GSH), participa do Ciclo do Ascorbato-
Glutationa, no qual o H,O, é eliminado pela APX mediante a peroxidacdo do AsA. A
recuperacdo do AsA ocorre por meio da oxidacdo da GSH que torna a ser reduzida pela
glutationa redutase (DINAKAR et al., 2012).

3. A cultura da videira e a utilizacédo do porta-enxerto na tolerancia a salinidade

A videira (Vitis vinifera L.) é uma planta que pertence a familia Vitaceae, é considerada
uma das frutiferas mais importantes do mundo, e possui um metabolismo C3 (LAGO-
VANZELA et al., 2015). Mesmo considerada como uma planta de clima temperado, a videira
¢ altamente adaptavel a diferentes condicBes climaticas e estresses abidticos, mas em
condigdes de salinidade, as videiras apresentam sensibilidade, resultando em declinio no seu
crescimento e desenvolvimento. A producdo de uva em Pernambuco é de cerca de 400.000
toneladas, e o Vale do Sdo Francisco tem contribuido muito para o desenvolvimento
econdmico da regido devido essa producdo. E uma das frutiferas mais importantes na
agricultura irrigada e também € considerada essencial para desenvolvimento social atribuindo
oportunidades de emprego (LEAO, 2018).
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As diferentes variedades de videira estdo adaptadas a uma grande variedade de climas,
resultado de fatores combinados ao longo dos anos, como a domesticagdo a partir do seu
ancestral selvagem (V. vinifera L. spp sylvestris) (ARROYO-GARCIA et al., 2006) e através
de cruzamentos subsequentes das espécies ja domesticadas e ainda silvestres, passando pela
pratica ancestral do cultivo de mudas a partir de cruzamentos espontaneos, até a criacdo

convencional (PELSY, 2010). A Figura a baixo representa o ciclo de vida da videira.
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Figura 6. Representacao esquematica do ciclo de vida da videira, e suas estruturas vegetativas

(broto, caule e folha) e reprodutivas (flor, fruto e semente).

Os viveiros que trabalham com a producdo vegetal da videira usualmente utilizam o
método da enxertia para propagac¢do de uma variedade copa em um porta-enxerto. Acredita-se
que cerca de 80% da producdo de videiras nas vinhas em varias partes do mundo ocorram por
plantas enxertadas em porta-enxertos interespecificos (OLLAT et al., 2016). A variedades
Vitis vinifera s&o cultivadas com a presenca de um porta-enxerto, a enxertia foi adotada com o
objetivo de evitar danos pela filoxera. Dessa forma adotou-se gradualmente o uso de porta-
enxertos como pratica geral e o desenvolvimento de novos gendtipos de porta-enxertos
tornou-se uma questdo importante na viticultura moderna (WHITING, 2004).

A utilizacdo de porta-enxertos apresentam caracteristicas benéficas em termos de
adaptacéo a diferentes tipos de solo e a fatores biéticos e abidticos (CORSO et al., 2016). Os
porta-enxertos também podem ser usados para conferir outras vantagens que afetam 0s
processos fisiologicos ao nivel do enxerto, como acimulo de biomassa, rendimentos de
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qualidade, vigor da videira e qualidade da uva (BERDEJA et al, 2015). Para producdo da
videira, os porta-enxertos sdo selecionados de acordo com as caracteristicas beneficas,
incluindo a resisténcia ao ataque de pragas tais como a filoxera da uva (Daktulosphaira
vitifoliae) (BENHEIM et al., 2012) e nematodeos (FERRIS et al., 2012). Dessa forma, a
selecdo de clones propde o reconhecimento das diferencas atribuidas por cada um, com o
objetivo de alcancar clones que apresentem caracteristicas benéficas, tais como uma maior
produtividade, ciclo diversificado e melhor qualidade ou tolerancia a salinidade (FERRIS et
al., 2012).
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CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS ENVOLVIDAS NA RESISTENCIA
DIFERENCIAL AO ESTRESSE SALINO EM PORTA-ENXERTOS DE VIDEIRA
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CAPITULO Il — CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS ENVOLVIDAS NA
RESISTENCIA DIFERENCIAL AO ESTRESSE SALINO EM PORTA-ENXERTOS
DE VIDEIRA

RESUMO

A salinidade dos solos e das aguas tem o potencial de afetar severamente o desempenho
das plantas, a utilizacdo de porta-enxerto € um importante componente do sistema de
producdo para a cultura da videira. O objetivo deste estudo, € identificar genotipos de videira
com potencial para uso como porta-enxerto em areas salinizadas, bem como caracterizar
mecanismos bioquimicos/fisioldgicos conferidos pelo porta-enxerto associados com a
homeostase ionica, eficiéncia fotossintética e protecdo oxidativa em videiras enxertadas sob
salinidade. Foi utilizada uma variedade copa Vitdria (enxerto) enxertada sobre trés porta-
enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4, as plantas foram submetidas a salinidade (0 — controle, 50
mM e 100 mM de NaCl), apés a aplicacdo dos tratamentos salinos, foram realizadas medidas
fotoquimicas e de trocas gasosas nas plantas. Ao final do experimento, a planta foi separada
em raiz, caule e folha para a obtencdo da massa fresca (MF) e massa seca (MS), uma parte das
folhas foi congelada em N, liquido e estocada a -80°C, para utilizagdo em analises
bioquimicas, envolvendo a dosagem do conteldo de indicadores de danos oxidativos e de
protecdo oxidativa. O delineamento estatistico adotado foi o inteiramente casualisado com
tratamentos em fatorial 3 x 3, trés combinacGes de enxerto/porta-enxerto de videira e trés
concentracdes de NaCl, com trés repeticbes por tratamento. Os dados de crescimento das
plantas demostraram que as mudas crescidas sob estresse salino elevado (100 mM)
apresentaram reducdes em todos os 6rgdos da planta, sendo essa reducdo mais expressiva na
area foliar. Os parametros de trocas gasosas mostraram efeito severo do estresse salino na
condutancia estomatica associado com forte restricdo da assimilacdo de carbono. O potencial
hidrico foliar teve reducdo nas plantas sob salinidade elevada. Os parametros da fotoquimica,
revelam efeitos limitantes da salinidade dependente do porta-enxerto. O estresse salino
promoveu reducdes nos niveis de clorofilas, aumento dos ions nocivos as plantas (Na* e CI)
assim como dos danos oxidativos em todas as videiras estudadas, caracterizado pelo aumento
da peroxidacéo lipica. Concomitantemente na tentativa de reduzir estes danos, principalmente
no tratamento de 100mM verificou-se aumento na quantidade de GSH, na atividade de CAT

e APX. Neste estudo, foi possivel evidenciar que os porta-enxertos apresentam caracteristicas
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fisioldgicas distintas quando submetidas & salinidade, além de mostrar uma série de respostas
apresentadas pelas mudas de videira enxertadas.

Palavras-chave: Crescimento, Estresse abidtico, Fotoquimica, Fotossintese, lons toxicos.
ABSTRACT

Soil and water salinity have the potential to severely affect plant performance, the use of
rootstock is an important component of the production system for grapevine culture. The
objective of this study, is to identify grapevine genotypes with potential for use as rootstocks
in salinized areas, as well as to characterize biochemical/physiological mechanisms conferred
by the rootstock associated with ion homeostasis, photosynthetic efficiency and oxidative
protection in grafted grapevines under salinity. A vitdria (scion) variety grafted on three
rootstocks IAC 313, IAC 572 and SO4 was used, the plants were subjected to salinity (O -
control, 50 mM and 100 mM NacCl), after application of the saline treatments, photochemical
and gas exchange measurements were performed on the plants. At the end of the experiment,
the plant was separated in root, stem and leaf to obtain fresh mass (MF) and dry mass (DM), a
part of the leaves was frozen in liquid N2 and stored at -80°C, to be used in biochemical
analysis, involving the dosage of the content of oxidative damage indicators and oxidative
protection. The statistical design was entirely randomized with a 3 x 3 factorial design, three
grapevine scion/vine rootstock combinations and three NaCl concentrations, with three
replicates per treatment. The plant growth data showed that the seedlings grown under high
salt stress (100 mM) showed reductions in all plant organs, the most significant reduction
being in the leaf area. The parameters of gas exchange showed a severe effect of salt stress on
stomatal conductance associated with a strong restriction of carbon assimilation. The leaf
water potential was reduced in plants under high salinity. The photochemical parameters,
reveal limiting effects of salinity dependent on the rootstock. Salt stress promoted reductions
in chlorophyll levels, increases in ions harmful to plants (Na+ and ClI-) as well as oxidative
damage in all vines, characterized by increased lipid peroxidation. Concomitantly, in an
attempt to reduce this damage, especially in the 100mM treatment, there was an increase in
the amount of GSH, CAT, and APX activity. In this study, it was possible to evidence that the
rootstocks present distinct physiological characteristics when submitted to salinity, besides

showing a series of responses presented by the grafted grapevine seedlings.

Keywords: Growth, abiotic stress, photochemistry, photosynthesis, toxic ions.
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1. INTRODUCAO

A salinidade do solo é um dos fatores abidticos que representa os problemas mais
criticos associados a producdo vegetal em todo mundo (SAIDIMORADI et al., 2019). Em
areas agricolas a alta concentracdo salina no solo é preocupante, pois limita o crescimento e
desenvolvimento das plantas, nas regifes semiaridas esse distdrbio ocorre potencializado,
uma vez que as condic¢Bes edafoclimaticas vinculadas a técnicas inadequadas de manejo do
solo e irrigacdo com aguas de niveis salinos elevados desencadeiam o processo de salinizagdo
(MUNNS, GILLIHAM, 2015). Nesse contexto, a identificacdo de genotipos de porta-enxertos
com caracteristicas de exclusdo de fons salinos toxicos (Na* e CI’) torna-se importante, pois
pode conferir maior resisténcia ao sal em plantas enxertadas, embora os estudos ainda sejam
insuficientes (AMORIM, 2018).

A instabilidade i6nica esta relacionada ao acimulo de sodio (Na*) e cloreto (CI") que
afetam a homeostase i0nica, ocasionam toxicidade e alteragdes nutricionais (ZHAO et al.,
2020). Estes ions s@o 0s principais componentes toxicos presentes nas plantas cultivadas sob
salinidade, pois influenciam negativamente nos processos fisiolégicos normais, causando
danos as membranas, desequilibrio de nutrientes, niveis alterados de reguladores de
crescimento, inibicdo enzimatica e disfuncdo metabdlica, incluindo a fotossintese que é
sensivel a estresses ambientais e mostra uma alta relacdo com a biomassa e o rendimento das
culturas (KUMAR et al., 2018; KUMAR et al., 2019). Dessa forma, o desequilibrio tanto dos
componentes osmaticos, como 0s ibnicos, de acordo com a espécie de planta, estadio de
desenvolvimento e, respostas a mecanismos de adaptacdo, pode resultar em estresse oxidativo
severo (DEINLEIN et al., 2014; KATARIA; VERMA, 2018).

O estresse oxidativo causado pela salinidade é responsavel pela formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), quando essas espécies ultrapassam a capacidade antioxidante
das plantas, também desencadeiam a atividade de algumas enzimas antioxidantes, tais como
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e demais peroxidases, e provocam mudancgas na
atividade de vérios ions que afetam a homeostase ibnica (DEMIDCHIK, 2018; LOGAN,
2005). Uma vez afetada, no cloroplasto, a homeostase i6nica pode causar dissociacdo das
proteinas que suportam as atividades PSII e PSI, intensifica as lesdes aos complexos dos
fotossistemas e a deterioracdo dos pigmentos (KAN et al., 2017; PAN et al., 2021; SASI et
al., 2018). E importante destacar a importancia da homeostase ibnica na eficiéncia

fotossintética da planta, mais especificamente de K*/Na®, considerando que K* é fundamental
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para que ocorram 0s processos fisiologicos, dentre eles, 0 movimento estomatico e difuséo do
CO, atmosférico nos cloroplastos (LOCASCIO et al., 2015).

A videira (Vitis vinifera L.) € uma planta de amplo cultivo e que apresenta grande
importancia mundialmente, que tem sido cultivada com exceléncia no semiarido brasileiro, é
geralmente cultivada como uma copa enxertada em um porta-enxerto, e a selecdo do porta-
enxerto é considerado o método mais promissor para atingir niveis elevados de tolerancia ao
estresse, a principio essa pratica tinha como objetivo solucionar problemas causados pela
Filoxera (FRIONI et al., 2020). No entanto, o interesse em selecionar novos porta-enxertos
com maior tolerdncia a salinidade aumentou significativamente, pois essa técnica busca
atribuir vantagens nos processos fisioldgicos para as plantas descendentes, como o acimulo
de biomassa, vigor e qualidade dos frutos, mas para que isso ocorra, 0 porta-enxerto deve
possuir caracteristicas que intensifiquem a produtividade da cultura (BERDEJA et al., 2015).

Embora a videira seja uma espécie agricola amplamente cultivada no semiarido
brasileiro como plantas enxertadas ainda ndo se conhecem gendtipos resistentes a salinidade
gue possam ser utilizados como porta-enxertos. Esse trabalho tem como objetivo avaliar o
potencial de porta-enxertos em atenuar distdrbios metabolicos envolvendo processos vitais
como fotossintese, homeostase idnica e protecdo oxidativa em plantas enxertadas de videira
submetidas a salinidade.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local do experimento, material vegetal e conducéo dos tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade Federal Rural de
Pernambuco — Unidade académica de Serra Talhada — UAST, municipio de Serra Talhada—PE
(07°59°31°°S, 38°17°54’’W). As mudas enxertadas de videira (Vitis vinifera) foram fornecidas
pelo viveiro Petromudas, onde foram produzidas pela combinacdo da variedade Vitdria
(enxerto) enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4. As mudas em estagio
de pos-enxertia (~30 dias) foram transferidas para vasos plastico de 5.0 L contendo uma
mistura de areia e vermiculita (1/1) e crescidas em casa de vegetacdo durante 20 dias para a
aclimatacdo, recebendo solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) %2 de forga no na
primeira semana de aplicacdo, e concentrada no decorrer do experimento, sendo aplicada a
cada dois dias. Em seguida, as plantas foram submetidas aos tratamentos com NaCl (0 -
Controle, 50 e 100 mM) diluido na solugéo nutritiva concentrada (pH 6), durante 30 dias, com

aplicacdes a cada trés dias. Durante o experimento foram realizadas medidas de fotoquimica e
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trocas gasosas nas plantas (medidas ndo destrutivas) e ao final do experimento foram
coletadas e separadas em raizes, caules e folhas, para determinacdo das massas fresca (MF) e
massa seca (MS) das partes e planta inteira. Uma parte das folhas foram congelada em N
liquido e estocada a -80°C, para utilizagdo em analises bioquimicas, envolvendo a dosagem
do conteddo de indicadores de danos oxidativos (TBARS e carbonilagdo de proteinas) e de

protecdo oxidativa (antioxidantes enziméaticos e ndo enzimaticos).

Tabela 1. Valores médios da condutividade elétrica em funcéo dos teores de NaCl da agua

usada na rega das plantas de videira submetidas a concentracdes salinas.

Concentracédo de NaCl Condutividade elétrica
mM
(mS/cm)
0 1,27
50 16,33
100 30,55

Niveis de NaCl: 0 — Controle, 50 mM e 100 mM.
2.2. Parametros de fluorescéncia: curvas de luz e de indugao

Foram realizadas medidas dos paradmetros indicadores de eficiéncia fotoquimica,
visando monitorar danos do aparelho de captacdo de energia luminosa em resposta a
salinidade. As medidas da fluorescéncia da clorofila foram realizadas em folhas
fisiologicamente maduras do terco médio da planta, pelo método do pulso de saturacdo
utilizando um fluorimetro modulado (Modelo MINI-PAM-II, Walz). Foram estimados o0s
seguintes parametros: (i) eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il [Fv/Fm = (Fm-
Fo/Fm)]; (ii) eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II [AF/Fm’ = (Fm’- Fs)/Fm’]; (iii)
taxa aparente de transporte de elétrons do PSII [ETR = (AF/Fm’ x PPFD x 0.5 x 0.84)]; (iv)
coeficiente de quenching fotoquimico [gP = (Fm'-Fs)/(Fm'-Fo")] e (v) o coeficiente de
quenching ndo fotoquimico [NPQ = (Fm-Fm'/Fm’)], onde Fm, Fo e Fv representam,
respectivamente, a fluorescéncia maxima, minima e variavel ap6s adaptacdo das folhas a
50min de escuro; Fm', Fo' e Fs representam, respectivamente, a fluorescéncia maxima,
minima e no estado de equilibrio dindmico na presenca de luz e DFFF equivale & densidade
de fluxo de fotons fotossintéticos. Para as curvas de luz as leituras foram realizadas em folhas
adaptadas ao escuro por 50 min (uso de pingcas) com luz fornecida pela fibra dptica do

aparelho varia de 0 a 1500 pumol fétons m2s?, em intervalo de cerca de 5 minutos. As
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medidas de curvas de inducdo fotossintética foram realizadas uma Unica vez no periodo
diurno (09:00h), as folhas foram adaptadas ao escuro por 50 min (uso de pingas) e as medidas
foram realizadas na presenca luz (270 umol m2s™) fornecida pela fibra 6ptica do aparelho,

durante o tempo de 220 segundos.
2.3. Medidas de trocas gasosas

Para avaliar o impacto da salinidade foram realizadas medidas de assimilacéo liquida de
CO; (Pn), taxa de transpiracéo (E), condutancia estomatica (gS) e da pressao parcial de CO,
intercelular (C;), utilizando um Sistema Portatil de Fotossintese — IRGA — (GFS — 3000,
Walz) em folhas fisiologicamente maduras amostradas do terco médio da planta. A partir
dessas medidas foram estimados os parametros de uso de &gua das plantas (pela relacdo Pn/E)
e o indice de carboxilacdo instantanea (pela relacdo Pn/C;). Durante as medidas de trocas
gasosas que foram realizadas uma vez no inicio do experimento, foi utilizada uma densidade
de fluxo de fétons fotossinteticamente ativo (DFFFA) de 1000 pmol fétons m? s™, 400 umol
CO, mol™ e temperatura de 28°C na camara do IRGA.

2.4. Taxa de Acumulo Diario de Massa Seca (MS)

A Taxa de Acumulo Diario (TAD) de massa seca para raiz, caule, folha e planta inteira
foi estimada usando como referéncia os conteudos de massa seca (MS) mensurados no inicio
do tratamento salino, nos respectivos érgdos da planta. Para tanto, foram coletadas plantas (3
repeticBes) das trés variedades no inicio da aplicacdo do NaCl e separadas em raizes, caules e
folhas para determinacdo de MS das partes e planta inteira. A TAD foi obtida pela relacéo:
TAD = {(MS final — MS inicial)/(T)}, onde: MS final — Contetdo de massa MS final; MS
inicial — Contetdo do MS inicial e 0 T — Tempo (dias) de exposi¢cdo ao tratamento de sal. Os
resultados foram expressos como mg . g MS . dia™. A TAD reflete a quantidade di4ria média

acumulada de MS, podendo indicar estabilidade, incrementos e reducao.
2.5. Potencial hidrico foliar (¥wf)

O potencial hidrico foliar (Wwf) foi obtido utilizando uma cdmara de pressao de
Scholander portatil modelo (PMS Instrument Company 1505D), o mesmao foi determinado no
final do experimento, ap6s 30 dias de tratamento salino. As medidas foram realizadas na
antemanha (04h30 — 05h30) (VYam), as leituras do equipamento foram atribuidas na unidade
de pressdo Bar, as quais foram convertidas em Megapascal (-Mpa). A avaliacdo foi realizada
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em uma planta vigorosa em cada tratamento, sendo feita a leitura de uma folha por planta. As
folhas utilizadas para a medicdo estavam totalmente expandidas, maduras e localizadas no
terco médio das plantas. O potencial de cada folha foi avaliado imediatamente apds a folha ser

destacada da planta.
2.6. Teores de clorofilas a, b e totais

Para obtencé@o dos dados de clorofila, foram pesadas 0,2 g de MF das folhas de cada
planta, sendo solubilizadoas em acetona a 80%, utilizando tubos de ensaio e 10 mL da
solucéo, os tubos foram armazenados em ambiente refrigerado e na auséncia de luz. Apds 48
horas realizou-se leituras espectrofotométricas nos comprimentos de onda 647 ¢ 663 nm para
clorofila a e b, conforme metodologia de Lichtenthaler e Buschmann (2001). A estimativa das
concentracdes de clorofila foi realizada pelas seguintes relagdes, determinadas em mg g™ MF,
Chla =[(12.25 X Asss- 2.79 X Ags7)], Chlb = [(21.5 X Agsr- 5.10XAgs3)].

2.7. Teor de sédio (Na*), potassio (K*) e cloreto (CI)

Os teores de sodio (Na*) e potéassio (K*) foram determinados por fotometria de chama,
como descrito por Rodrigues et al. (2013). ApoOs secagem em estufa, os tecidos de folhas,
caules e raizes foram triturados em moinho para obtencdo da matéria seca moida. Em seguida,
amostras de 0,5 g de farinhas dos diferentes tecidos foram submetidas a extracdo por
incubacdo em tubos de ensaio com tampas rosqueadas, contendo 10 ml de &gua ultra-pura, e
fervidos em banho maria a 100°C por 1 h. Os extratos foram filtrados e utilizados nas leituras
de Na* e K" em fotdmetro de chama (Micronal, Mod. B462). Os contetidos de Na* e K* foram
estimados com base em curva padrdo (0 a 1000 uM) de NaCl e KCI, respectivamente, e 0s
resultados expressos em pmol g™* MS.

O teor de cloreto (CI') foi estabelecido conforme Ferreira-Silva et al., (2008). Amostras
de 0,2 g de farinhas dos tecidos foram submetidas a extracdo por incubacdo em tubos de
ensaio com tampas rosqueadas, contendo 25 ml de agua ultra-pura, e fervidos em banho maria
a 100°C por 1 h. Em seguida, os extratos foram filtrados e 20 ml coletados para a titulagdo do
cloreto com nitrato de prata (AgNO3z — 28 mM), como indicador foi utilizado o cromato de

potassio (K,CrO, — 5%) (p/v), e os resultados expressos em pmol g* MS.

2.8. Taxa de Acumulo Diario de Na"e K*
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A Taxa de Acimulo Diario (TAD) para os ions Na* e K* nos diferentes orgéos (raiz,
caule e folha) foi estimada usando como referéncia os conteidos de K* e Na* mensurados no
inicio do tratamento salino, nos respectivos 6rgdos da planta. Para tanto, foram coletadas
plantas (3 repeticGes) das trés variedades no inicio da aplicacdo do NaCl e separadas em
raizes, caules e folhas para determinacdo de Na* e K* por fotometria de chama. A TAD foi
obtida pela relacdo: TAD = {([K" ou Na'] final - [K* ou Na'] inicial)/(T)}, onde: [K* ou Na']
final — Contetido do fon (umol g* MS) no final; [K* ou Na'] inicial — Contetido do fon (umol
g MS) no inicio e o T — Tempo (dias) de exposicdo ao tratamento de sal. Os resultados foram
expressos como pmol g* MS dia™. Essa variavel (TAD) reflete a quantidade di4ria média
acumulada de cada fon (K*/Na"), podendo indicar estabilidade, incrementos e reducéo
(valores positivos) ou até mesmo perdas (quando apresentar valores negativos) do contetdo
dos ions em relacdo as concentracGes inicialmente presentes nas plantas (antes da aplicacdo

do sal).
2.9. Extracao de proteinas e atividades enzimaticas

A extacdo de proteinas soluveis foi realizada conforme os métodos de Bradford (1976) e
Zimmermann et al. (2006). Iniciou-se a extracdo com a pesagem 0,2 g de MF de folhas de
videira, posteriormente liofilizadas e maceradas com auxilio de nitrogénio liquido, o tampéo
utilizado na extragao foi Tris — HCI 100 mM pH 8,0 (1 mL) contendo Glicerol 20%, Triton X-
100 (0,1%) e PEG 3%. O tampao foi borbulhado em CO, para impedir a oxidacdo do extrato.
Apds a extracdo as amostras foram transferidas para tubos eppendorf, identificados e
centrifugados a 14.000 x g 4°C durante 30 minutos. A medida do teor de proteina soltvel foi
realizada com amostras diluidas e adicionado 1 mL de solucdo de Bradford, sendo
homogeneizada. As leituras de absorbancia foram realizadas 15 minutos ap6s a adi¢do do
Bradford, a 595 nm. O conteudo de proteina foi estimado de acordo com curva padréo
elaborada com albumina do soro bovino (BSA), sendo determinada em pg g* MS.

Para a medida da peroxidase do ascorbato (APX; EC 1.11.1.11), foi utilizado 0 mesmo
método de extracdo, os reagentes utilizados neste ensaio foram mantidos em banho seco para
permanecer a temperatura de 27°C. Aliquotas de 12,5 uL do extrato foram adicionadas em
850uL do tampdo de ensaio + 37,5 uL da solugdo tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0
+ 50 pL de acido ascorbico 0,5 mM (adicionado na hora do ensaio) e 50 puL de perdxido de
hidrogénio (H,O2) a 2 mM. As leituras espectrofotométricas foram realizadas a uma

absorbancia de 290 nm durante 3 minutos (intervalos de 15 segundos). O coeficiente de

43



extincdo molar utilizado para calculo foi de 2,8 mM™ cm™ e os resultados expressos em nmol
ASC pg PS min™.

A medida de catalase (CAT; EC 1.11.1.6) foi realizada de acordo com o método
descrito por Havir e McHale (1987). Aliquotas de 12,5 pulL de extrato proteico foram
adicionadas em 900 pL do tampao de ensaio + 37,5 uL do tampdo de extracdo + 50 pL de
peroxido de hidrogénio (H,0,). As leituras espectrofométricas foram realizadas a 240 nm por
3 minutos (intervalos de 15 segundos). Para o calculo da atividade enzimatica, o coeficiente
de extingdo molar utilizado foi de 36 mM cm™, os resultados foram expressos em pmol H,0,

Hg PS min™,
2.10. Teor de ascorbato e glutationa

Os teores de ascorbato reduzido foram determinados utilizando o método descrito por
Kampfenkel, Van Montagu e Inzé (1995). Pesou-se 0,2 g de MF de folhas para extragdo com
auxilio de N, liquido solubilizadas em 1,5 mL da solucdo de acido tricloroacético (TCA)
(6%). O extrato foi transferido para os tubos eppendorf, identificado e centrifugado a 12.000 x
g 4°C por 15 minutos. Apos a extracdo, foram retiradas aliquotas de 100 pL de extrato e
adicionadas em meio de reagdo contendo 300 pL. de tampao fosfato de potassio 200 mM (pH
7,4), 100 puL de 4gua deionizada, 500 uL TCA (10%), 400 ul de acido fosférico (45%), 400
pL de bipiridil (4%) e 200 puL de FeCls (3%). A reagéo foi submetida a banho maria a 40 °C
por 30 minutos. As leituras foram realizadas a 525 nm, sendo o contetido expresso em pmol g’
! MF, estimado com base em curva padr&o.

O conteddo reduzido de glutationa foi determinado seguindo o método proposto por
Griffith (1980). 0,2 g de MF de folhas foram maceradas na presenca de N, liquido,
adicionando 1,5 ml de TCA a 6% na extragdo. O extrato obtido foi centrifugado a 12.000 x g
4°C durante 15 minutos. No ensaio, foram adicionados 200 puL do sobrenadante ao meio de
reagdo contendo 2600 puL de tampao fosfato de sodio 150 mM (pH 7,4), 1000 puL de tampao
fosfato de s6dio 100 mM (pH 7,0) e 200 uL de acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB)
30 mM em tampao fosfato de potéssio 100 mM (pH 7,0). Em seguida, a reacdo foi mantida
durante 10 minutos em banho maria a 30°C. As leituras foram realizadas com absorbéancia a

412 nm e o conteudo estimado com base na curva padrio, expresso em pmol g MF.

2.11. Teor de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
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A quantificacdo de TBARS foi realizada utilizando o método descrito por Heath e
Packer (1968). Para a extracdo, foram pesados 0,2 g de MF de folhas, sendo macerados na
presenca de nitrogénio liquido e solubilizados com 1,5 mL de TCA a 6% (Solucdo A). O
extrato foi transferido para os tubos eppendorf, que foram identificados e em seguida
centrifugados a 12.000 g por 15 minutos. Aliquotas de 500 puL de extrato foram adicionadas
em 2 ml de solugdo de reacdo (Solucdo B) contendo 20% de TCA e 0,5% de &cido
tiobarbitarico (TBA). As solucBes foram armazenadas em tubos fechados com tampas
rosqueadas e foram aquecidas em banho maria a 95°C durante 1 hora. Em seguida, as
amostras foram colocadas em banho de gelo para interromper a reagdo, ao atingir a
temperatura ambiente, as leituras de absorbéancia foram realizadas a 532 nm e 600 nm. O
coeficiente de extincdo molar utilizado para o calculo da atividade do complexo TBARS foi

de 155 mM™cm™, expressando os resultados com base em nmol g™ MF.
2.12. Delineamento estatistico e analise dos dados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com tratamentos
em fatorial 3 x 3, trés combinacbes de enxerto/porta-enxerto de videira (Vitéria/IAC 313,
Vitoria/IAC 572 e Vitoria/SO4) e trés concentracdes de NaCl (0, 50 e 100 mM), com trés
repeticdes por tratamento, totalizando 27 parcelas, cada parcela consiste de um vaso contendo
uma muda enxertada. Os dados referentes as variaveis mensuradas foram expressos pela
média (n=3) e desvio padrdo para cada tratamento. Apds identificar diferencas através da
ANOVA, os valores médios foram comparados pelo teste de Tukey a um nivel de 0,05 de
probabilidade (P<0,05), utilizando o software R para analise dos dados. Os graficos foram

confeccionados utilizando o programa SigmaPlot 14.0.
3. RESULTADOS

3.1. Crescimento, alocacdo de massa seca, contetdo de clorofila e sintomas de toxicidade

das plantas enxertadas de videira crescidas na auséncia e presenca de salinidade

Com base na analise do contetdo de massa seca (MS), o estresse salino afetou o
crescimento dos diferentes 6rgéos (raiz, caule e folha) bem como da planta inteira, um efeito
que foi independente do genotipo do porta-enxerto empregado na enxertia (Tabela 2). A MS
de raizes foi reduzida de forma similar nas mudas sobre os trés porta-enxertos sob salinidade

moderada (50 mM) e mais severamente (cerca de 45%) sob salinidade elevada (100 mM), se
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comparado com os respectivos controles (Tabela 2). A MS de caules apresentou reducao leve
em repostas a salinidade, tendo sido mais reduzida nas plantas sobre o porta-enxerto IAC 572
sob os dois niveis de NaCl. Sob 50 mM de NaCl a MS foliar das mudas sobre o IAC 313 e
S04 néo foi alterada, porém foi significantemente reduzida nas plantas com os porta-enxertos
IAC 572, comparado aos controles. Nas mudas sob salinidade elevada (100 mM) a MS foliar
foi reduzida em cerca de 26%, 58% e 55% com os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4,
respectivamente, se comparadas aos respectivos controles. Sob salinidade moderada (50 mM)
a MS da planta foi reduzida em média 24%, 35% e 15% para as mudas sobre os porta-
enxertos IAC 313, IAC 527 e SO4, respectivamente, enquanto que nas mudas expostas a 100
mM essas reducdes foram de 37%, 48% e 35%, na mesma ordem.

Tabela 2. Contetido de massa seca (MS) de raizes, caules, folhas e de planta inteira de mudas
de videira da variedade Vitoria enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4
submetidas a concentracdes crescente de NaCl (0 — Controle, 50 mM e 100 mM), durante 30
dias em condicOes de casa de vegetacao.

Combinaggies mM Raiz Caule Folha Planta
NaCl (g planta™)

0 16,97 Aa 18,46 Aa 6,16 Ba 41,60 Ba
Vitoria/lAC 313 50 9,98 Ab 15,79 Aa 5,77 Ba 31,55 Bb
100 7,17 Ab 14,55 Aa 4,54 Aa 26,27 Ab
0 17,51 Aa 20,44 Aa 13,18 Aa 51,14 Aa
Vitoria/lAC 572 50 9,74 Ab 15,85 Aab 7,57 ABb 33,17 ABb
100 7,05 Ab 14,22 Ab 5,47 Ab 26,75 Ab
0 16,31 Aa 19,51 Aa 12,49 Aa 48,32 ABa
Vitéria/SO4 50 12,17 Ab 18,49 Aa 10,00 Aa 40,66 Aa
100 8,85 Ab 16,79 Aa 5,62 Ab 31,27 Ab

CV (%) 14,45 15,34 16,35 10,46

Observagdo: Os dados incluem a média (n = 3). Os dados foram analisados por uma ANOVA de dois fatores
conduzida com enxerto/porta-enxerto e concentracdo de NaCl como fontes de variacdo. As letras mailsculas
diferentes comparam os trés porta-enxertos em cada concentracdo de sal, e letras mindsculas diferentes
comparam 0 mesmo porta-enxerto em todas as concentra¢@es de sal indicando diferencas significativas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Abreviacdo: CV: coeficiente de variacdo.

A taxa de acumulo diario médio de MS (TAD) apresentou tendéncia similar aos
resultados observados para o contetdo de MS nas partes e planta inteira. Para raizes, a TAD
de MS foi afetada pela salinidade modera e mais severamente pela dose elevada de NaCl
(Tabela 3). Para caules, a TAD de MS foi reduzida em cerca de 36% nas mudas sobre 0s
porta-enxertos IAC 313 e IAC 572 sob 50 mM de NaCl, enquanto que nas mudas sobre 0 SO4
essa reducdo foi de apenas 5%, se comparado aos respectivos controles, ndo apresentando
diferenca significativa. Sob salinidade moderada a TAD de MS de folhas apresentou reducoes
médias 64% e 34% nas mudas com IAC 572 e SO4, respectivamente, enquanto que nas

mudas sobre o IAC 313 ndo foi afetada. Por outro lado, sob salinidade elevada as mudas sobre
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todos os porta-enxertos apresentaram perdas de MS, sendo mais acentuada nas mudas de SO4

em que ocorreu reducdo de 94%, se compara aos controles.

Tabela 3. Taxa de acumulo diéria (TAD) de MS de raizes, caules e folhas e planta inteira de
mudas de videira da variedade Vitdria enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e
SO4 submetidas a concentracdes crescente de NaCl (0 — Controle, 50 mM e 100 mM),
durante 30 dias em condicGes de casa de vegetacao.

Combinacdes mM Raiz Caule Folha Planta
NaCl (mg.gMS . dia?)

0 47,13 Aa 270,44 Aa 78,77 Ba 80,87 Aa
Vitoéria/lAC 313 50 23,84 Ab 181,44 Aa 65,76 Ba 47,38 Ab
100 14,45 Ab 140,33 Aa 24,63 Aa 29,77 Ab
0 44,45 Aa 389,33 Aa 288,71 Aa 110,26 Aa
Vitéria/lAC 572 50 18,56 Ab 236,33 Aab 101,81 ABb 50,38 Ab
100 9,60 Ab 181,88 Ab 31,79 Ab 28,96 Ab
0 39,76 Aa 324,00 Aa 242,22 Aa 94,87 Aa
Vitéria/SO4 50 25,94 Aab 290,22 Aa 158,93 Ab 69,34 Aa
100 14,90 Ab 233,44 Aa 12,89 Ac 38,02 Ab

CV (%) 26,15 39,39 32,85 21,50

Observagdo: Os dados incluem a média (n = 3). Os dados foram analisados por uma ANOVA de dois fatores
conduzida com enxerto/porta-enxerto e concentracdo de NaCl como fontes de variacdo. As letras mailsculas
diferentes comparam os trés porta-enxertos em cada concentracdo de sal, e letras mindsculas diferentes
comparam 0 mesmo porta-enxerto em todas as concentracfes de sal indicando diferengas significativas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Abreviacdo: CV: coeficiente de variacdo.

A alocacdo relativa de massa seca das videiras dos gendtipos IAC 313, IAC 572 e SO4
sdo apresentadas na Figura 1. No geral, independente do tratamento, o gendtipo IAC 313
apresentou menores resultados de alocagéo de biomassa das folhas, sendo 16,74%. Por outro
lado, em média nos tratamentos (0, 50 e 100 mM NaCl) a alocacao relativa do caule e raiz foi
superior aos demais gendtipos com 49,84 e 33,42%, respectivamente. A salinidade de 100
mM reduziu o teor de massa seca de todas as combinagdes de porta-enxertos; em
contrapartida, tal concentracdo de salinidade proporcionou incremento mais elevado de
biomassa no caule de todas as combinacGes. O NaCl diminuiu o teor de biomassa das raizes
com 100 mM, causando maiores danos na IAC 572 (26,36%). Nos gendtipos, houve um
incremento gradativo de biomassa do caule com o aumento da salinidade. Houve também
uma reducdo mais acentuada da parte aérea das folhas nos genétipos IAC 313, e SO4. Com a
exposicao a alta salinidade de 100 mM, a IAC 572 apresentou maiores resultados na biomassa
das folhas (20,45%). A salinidade moderada (50 mM) manteve o crescimento da parte aérea
(ou seja, folha + caule) da IAC 572 e SO4 em 70,46% e 69,94%, respectivamente.
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Figura 1. Alocacdo relativa (%) de massa seca em plantas de videira variedade Vitoria
enxertadas sobre os porta-enxertos IAC 313 (A), IAC 572 (B) e SO4 (C) crescidas na
auséncia (0) e presenca de NaCl (100 mM) durante 30 dias em condigdes de casa de
vegetacao.

Alocagdo relativa de massa seca (%)

100 100

N&o foram observadas diferencas significativas com relacdo aos contetdos de clorofila
entre os porta-enxertos (Tabela 4). O contetdo de Chla diminuiu significativamente, essa
reducdo pode ser observada a partir da salinidade moderada (50mM) em todos os porta-
enxertos estudados, ja para Chlb a diminuicdo foi encontrada nos porta-enxertos IAC 572 e
SO4 a medida em que se elevavam os niveis salinos. Além disso, o contetdo total de
clorofilas foi alterado significativamente em todas as IACs no com o aumento da salinidade,
embora a relagdo Chla/b tenha aumentado pelo estresse salino moderado em todos os porta-
enxertos, estatisticamente houve diferenca significativa apenas para o IAC 313, enquanto o
estresse severo decresceu.

Tabela 4. Teores de clorofilas a, b, totais e relagdo Chl a/b entre em mudas de videira da
variedade Vitoria enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a
concentracdes crescente de NaCl (0 — Controle, 50 mM e 100 mM), durante 30 dias em
condicOes de casa de vegetacao.

Combinagges mM Chla Chib Chl totais Chl a/b
NaCl (mg g” MF)

0 1,21 Aa 0,51 Aa 1,72 Aa 2,35 Ab

Vitdria/IAC 313 50 1,07 Aab 0,41 Aa 1,49 Aab 2,61 Aa

100 0,80 Ac 0,35 Aa 1,16 Ac 2,25 Ab

0 1,30 Aa 0,57 Aa 1,87 Aa 2,29 Aab

Vitdria/IAC 572 50 0,90 Ab 0,36 Ab 1,26 Ab 2,47 Aa
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100 0,68 Ab 0,32 Ab 1,00 Ab 2,13 Ab

0 1,40 Aa 0,62 Aa 2,03 Aa 2,24 Aab
Vit6ria/SO4 50 0,92 Ab 0,38 Ab 1,30 Ab 2,42 Aa
100 0,75 Ab 0,34 Ab 1,10 Ab 2,17 Ab

CV (%) 17,22 20,56 18,12 516

Observacdo: Os dados incluem a média (n = 3). Os dados foram analisados por uma ANOVA de dois fatores
conduzida com enxerto/porta-enxerto e concentragdo de NaCl como fontes de variagdo. As letras maiUsculas
diferentes comparam os trés porta-enxertos em cada concentracdo de sal, e letras minuUsculas diferentes
comparam 0 mesmo porta-enxerto em todas as concentracGes de sal indicando diferencas significativas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Abreviacdo: CV: coeficiente de variacdo.

O registro visual mostrou sintomas foliares tipicos de toxicidade causada pelos efeitos
osmatico/idnico do estresse salino em plantas, envolvendo a restri¢do de crescimento, clorose
e necrose associado com a queda de folhas (Figuras 2 e 3). As plantas sobre o porta-enxerto
IAC 313 apresentaram escurecimento foliar com pontos necréticos na parte central da folha
nos dois niveis de NaCl, com menor intensidade de coloracdo verde nas plantas expostas a
dose mais elevada do sal (Figura 3). As plantas sobre os porta-enxertos IAC 572 e SO4
apresentaram ressecamento com necrose foliar na area foliar geral, com sintomas iniciando
nas margens das folhas, ocorrendo nos dois niveis de NaCl testados. Conforme observado, 0s
sintomas de toxicidade ocorreram inicialmente e de forma predominante e acentuados nas

folhas mais velhas, localizadas na parte basal das plantas.

Figura 2. Aspecto visual de plantas de videira variedade Vitdria enxertadas sobre os porta-
enxertos IAC 313 (A), IAC 572 (B) e SO4 (C) crescidas na auséncia (0) e presenca de NaCl
(50 e 100 mM) durante 30 dias em condi¢cOes de casa de vegetagdo. Observar ao lado das
plantas uma régua de 1 m, como referéncia para a altura das plantas.
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Figura 3. Sintomas foliares caracteristicos apresentados em mudas de videira da cultivar
Vitéria enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4, quando crescidas na
auséncia (0) e presenga de NaCl (50 e 100 mM) durante 30 dias em condicdes de casa de
vegetacao.

3.2. Trocas gasosas, parametros fotoquimicos e potencial hidrico em plantas de videira

crescidas na auséncia e presenca de salinidade

O estudo de parametros de trocas gasosas mostrou um efeito severo do estresse salino
na condutancia estomatica associado com forte restricdo da assimilacdo de carbono, se
comparada com as plantas crescidas na auséncia do sal (Figuras 4 e 5). As plantas crescidas
na auséncia do sal apresentaram mesma fotossintese liquida (Pn) média, com valores de 10
umol CO, m? s (Figura 4A). As plantas enxertadas sobre o porta-enxerto IAC 313 nio
apresentaram reducdo da Py quando submetidas a salinidade moderada, enquanto que nas
mudas sobre 0 IAC 572 e SO4 a Py foi reduzida em cerca de 50%, em relagdo aos controles.
Sob salinidade elevada a Py foi reduzida em cerca de 60%, 75% e 85% nas mudas sobre 0s
porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4, respectivamente, se comparado aos respectivos
controles.
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As plantas apresentaram diferencas enddgenas significativas na taxa de transpiracao (E)
e condutancia estomatica (gs), conforme observado nas plantas crescidas na auséncia do sal
(Figura 4B e 4C). Porém, as plantas submetidas ao estresse salino apresentaram tendéncia
similar de E e gs observada para a Py, com aquelas enxertadas sobre o IAC 313 sendo menos
afetada pela salinidade. A presséo intercelular de CO; (Ci) foi similar nas mudas com IAC
313 e IAC 572, porém menor naquelas sobre o SO4 quando crescidas na auséncia do sal
(Figura 4D). Sob salinidade moderada a Ci foi reduzida nas plantas sobre todos os porta-
enxertos, enquanto que sob salinidade elevada foi afetada naquelas plantas enxertadas sobre

IAC 313 e SO4, se comparado aos respectivos controles.
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Figura 4. Fotossintese liquida (A), taxa de transpiracdo (B), condutancia estomética (C) e
pressdo parcial intercelular de CO, (D) em mudas de videira da cultivar Vitoria enxertada
sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e S04, quando crescidas na auséncia (0) e
presenca de NaCl (50 e 100 mM) durante 30 dias em condi¢Oes de casa de vegetagéo.
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Observacdo: As letras maiusculas diferentes comparam os trés porta-enxertos em cada
concentracdo de sal, e letras mindsculas diferentes comparam 0 mesmo porta-enxerto em
todas as concentracdes de sal indicando diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A estimativa dos pardmetros de eficiéncia de uso de &gua (Pn/E) e de eficiéncia de
carboxilacéo especifica (Pn/Ci) mostrou que o efeito da salinidade na restricdo fotossintética
foi também dependente do genotipo do porta-enxerto (Figura 5A e 5B). As plantas enxertadas
sobre o IAC 313 apresentaram um leve aumento da eficiéncia de uso de agua em respostas a
salinidade, porém esse aumento (da relagdo Pn/E) foi maior nas mudas sobre o SO4 e
naquelas sobre o IAC 572 a relacdo Pn/E néo foi alterada (Figura 5A). As mudas de Vitoria
sobre o IAC 313 nao apresentaram reducdo da eficiéncia de carboxilacdo (relacdo Pn/Ci) sob
salinidade moderada, enquanto que nas mudas sobre IAC 572 e SO4 foi reduzida em cerca de
20% (Figura 5B). Nas plantas submetidas a salinidade elevadas a relagdo Pn/Ci foi reduzida
em 40% nas mudas de Vitéria com o IAC 313, enquanto que nas mudas sobre o IAC 572 e

S04 essa reducdo foi de cerca de 75 %, se comparado aos respectivos controles.
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Figura 5. Estimativas da eficiéncia de uso de agua (A) e eficiéncia de carboxilacdo
instantanea (B) em mudas de videira da cultivar Vitoria enxertada sobre 0s porta-enxertos
IAC 313, IAC 572 e SO4, quando crescidas na auséncia (0) e presenca de NaCl (50 e 100
mM) durante 30 dias em condi¢des de casa de vegetacdo. Observacdo: As letras mailsculas
diferentes comparam os trés porta-enxertos em cada concentracéo de sal, e letras minusculas
diferentes comparam o mesmo porta-enxerto em todas as concentragOes de sal indicando
diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As plantas submetidas & salinidade apresentaram redugdes significativas do status

hidrico conforme indicado por mediadas do potencial hidrico foliar (¥\), uma resposta que
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também foi influenciada pelo gen6tipo do porta-enxerto (Figura 6). Na auséncia de salinidade
(controles) o W, foliar foi similar (-0,180 MPa) nas mudas da variedade Vitdria enxertadas
sobre os trés porta-enxertos avaliados. Nas combinagdes expostas a salinidade moderada (50
mM) foi observada uma reducdo media de duas vezes nas plantas enxertadas sobre os porta-
enxertos IAC 313 e IAC 572, e em cerca de 3,5 vezes nas mudas sobre o SO4, se comparado
aos respectivos controles. Porém, nas mudas crescidas sob salinidade elevada ocorreu uma
reducdo médias de cerca de cinco vezes do W, foliar de forma similar nas trés combinacgdes

de enxerto/porta-enxertos avaliados.

NaCl
OmM 50mM 100 mM
0.0 =
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Figura 6. Mudancas do potencial hidrico em mudas de videira cultivar Vitoria enxertada
sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4, quando crescidas na auséncia (0) e
presenca de NaCl (50 e 100 mM) durante 30 dias em condi¢Oes de casa de vegetacao.
Observacdo: As letras maiusculas diferentes comparam os trés porta-enxertos em cada
concentracdo de sal, e letras mindsculas diferentes comparam 0 mesmo porta-enxerto em
todas as concentrac@es de sal indicando diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Uma analise detalhada da dindmica de parametros fotoquimica, estimados a partir da
fluorescéncia das clorofilas, revelou efeitos severos da salinidade sobre processos de
eficiéncia fotoquimica com dependéncia do porta-enxerto, uma resposta que ficou mais clara
sob 100 mM de NaCl (Figura7). Sob salinidade elevada as plantas sobre os trés porta-enxertos
apresentaram reducdo significativa similar do rendimento quéntico atual (¢pPSII) e do
quenching fotoquimico (qP) quando expostas a DFFFA de até 800 (umol fotons m? s™), se
comparado aos controles (Figuras 7A e 7B). Vale ressaltar que essa faixa (intensidade) de luz
(800 pmol fétons m™ s esta compativel com a saturacéo por luz para a assimilacdo de CO,

na videira. Nas plantas sob salinidade (100 mM) a taxa de transporte de elétrons (ETR) foi
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similarmente reduzida em cerca de 50% nas trés combinacdes de enxerto/porta-enxerto
avaliadas, comparadas aos respectivos controles (Figura 7C). O quenching ndo fotoquimico
(NPQ) apresentou tendéncias de reducao as plantas sobre os porta-enxertos IAC 313 e IAC
572 sob salinidade, enquanto que nas mudas sobre o SO4 esse parametro foi
significantemente estimulado pelo estresse salino, se comparado aos respectivos controles
(Figura 7D).

(A) —@— IAC313-0mM
—O— TAC 313 - 100 mM

0.8 —&— JAC572-0mM
—A— [AC 572 - 100 mM

0.6 —— S04 -0mM
: —— S04 - 100 mM

GPSII

0 250 500 750 1000 1250 1500 0 250 500 750 1000 1250 1500

(D)

ETR
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DFFFA (umol m~2 s7!) DFFFA (pmol m™? s71)

Figura 7. Curvas de luz apresentando os parametros de redimento quéantico atual do PSII (A),
quenching fotoquimico (B), taxa de transporte de elétrons (C) e quenching ndo fotoquimica
(D) em mudas de videira da cultivar Vitoria enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC
572 e SO4, quando crescidas na auséncia (0) e presenca de NaCl (50 e 100 mM) durante 30
dias em condicGes de casa de vegetacao.

A dinamica de pardmetros de eficiéncia fotoquimica durante a inducdo fotossintética,

avaliado pelas curvas de indugdo da fotossintese, revelam efeitos limitantes da salinidade
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sobre a etapa de rea¢Bes luminosas da fotossintese dependente do porta-enxerto. As plantas
controles enxertadas sobre o porta-enxerto SO4 apresentaram maior indugdo dos parametros
de ¢PSII, gP e ETR durante a inducao inicial da fotossintese, sequido pelas plantas enxertadas
sobre o IAC 313 e 0 IAC 572, nessa ordem (Figura 8). Sob salinidade elevada as plantas
enxertadas sobre 0 SO4 apresentaram forte reducdo desses parametros (¢PSll, gP e ETR),
enquanto que naquelas sobre o IAC 313 ndo foi observada reducéo significativa, em relagéo
aos controles (Figura 8A, B e C). Em adicéo, nas plantas enxertadas sobre o IAC 572 as
plantas tratadas com NaCl apresentaram similar indugdo de ¢PSII, gP e ETR comparada as
plantas controles. Nesse caso vale ressaltar que as plantas controles enxertadas sobre o IAC
572 apresentaram baixa inducdo desses pardmetros de eficiéncia, similar as plantas
salinizadas. Nas plantas enxertadas sobre o IAC 313 apresentaram aumentos similares da
inducdo do NPQ tanto na auséncia como na presenca do sal, enquanto que nas plantas sobre
IAC 572 e SO4 esse aumento foi significativamente maior nas plantas sob salinidade elevada
(Figura 8D).
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Figura 8. Curvas de inducdo fotossintética por luz apresentando os parametros de rendimento
quéntico atual do PSII (A), quenching fotoquimico (B), taxa de transporte de elétrons (C) e
quenching ndo fotoquimica (D) em mudas de videira cultivar Vitoria enxertada sobre 0s
porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4, quando crescidas na auséncia (0) e presenca de
NaCl (100 mM) durante 30 dias em condicdes de casa de vegetacao.

3.3. Teores de Na", K" CI" e taxa de acumulacgdo de Na*, K" em plantas enxertadas de

videira crescidas na auséncia e presenca de salinidade

O teor de fons Na* e K* nas plantas cultivadas na auséncia e presenca de salinidade,
foram mensurados nas diferentes partes vegetativas das plantas, a partir disso foi estimada a
taxa de acumulacdo diéria (TAD) desses ions. Foi possivel observar que nas trés combinagdes
de enxerto/porta-enxertos ocorreram aumentos gradativos e de maneira similar para o

contetido de Na* nos dois niveis de NaCl (Tabela 5). Para as raizes, os teores de Na’
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aumentaram significativamente em todos os porta-enxertos quando comparado ao controle,
sendo esse aumento mais acentuado no IAC 313 e IAC 572 no tratamento de salinidade
elevada (100mM). Os caules ndo apresentaram diferenca significativa entre os porta-enxertos
quanto ao teor de Na'. No peciolo das folhas foi observado um teor significativamente
elevado de Na*, mostrando-se um grande acumulador desse ion. Para folhas, o teor de Na* foi
significantemente maior nas mudas enxertadas sobre o porta-enxerto SO4 sob o maior nivel
salino (100 mM), se comparadas a mudas sobre o IAC 572, pois esse porta-enxerto
apresentou menor teor de Na' foliar se comparadas aos outros, quando expostos a
concentra¢do mais elevada do sal. Dessa forma, € importante destacar que esse resultado pode
estar associado a sintomas de toxidade ionica nas folhas.

Tabela 5. Teor de sddio (Na*) em mudas de videira da variedade Vitoria enxertada sobre os
porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a concentracGes crescente de NaCl (0 —
Controle, 50 mM e 100 mM), durante 30 dias em condi¢Oes de casa de vegetacéo.

Combinagdes mM Raiz Caule Peciolo Folha
NaCl (umol g* MS)
0 89,14 Ac 57,30 Ac 191,02 Bc 41,38 Ac
Vitéria/IAC 313 50 595,35 Ab 130,53 Ab 1400,83 Ab 238,77 Bb
100 815,02 Aa 203,75 Aa 1572,75 Aa 445,71 Ba
0 111,43 Ac 50,94 Ac 127,34 Ac 31,83 Ac
Vitéria/lAC 572 50 614,45 Ab 101,87 Ab 1044,25 Bb 175,10 Cb
100 875,51 Aa 171,92 Aa 1426,29 Ba 353,39 Ca
0 82,77 Ac 50,94 Ac 324,74 Ab 22,28 Ac
Vitéria/SO4 50 334,29 Bb 136,89 Ab 1432,66 Aa 445,71 Ab
100 646,28 Ba 219,67 Aa 1413,56 Ba 573,06 Aa
CV (%) 11,22 18,21 4,91 8,17

Observagdo: Os dados incluem a média (n = 3). Os dados foram analisados por uma ANOVA de dois fatores
conduzida com enxerto/porta-enxerto e concentracdo de NaCl como fontes de variacdo. As letras mailsculas
diferentes comparam os trés porta-enxertos em cada concentracdo de sal, e letras mindsculas diferentes
comparam 0 mesmo porta-enxerto em todas as concentracfes de sal indicando diferengas significativas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Abreviacdo: CV: coeficiente de variacéo.

Nas raizes o teor de K* diminuiu em todas as combinagdes de porta-enxertos conforme
aumentavam os tratamentos salinos, comportamento semelhante foi observado em caules e
peciolos (Tabela 6). Nas folhas, o teor de K* foi maior nas mudas enxertadas sobre os porta-
enxertos IAC 572 e SO4, sendo o IAC 313 o que apresentava o menor teor desse ion sob
salinidade elevada. Conforme mostrado pela TAD estimada, o acimulo diario de K* em
raizes, caules e peciolos foi reduzido pela salinidade nas mudas enxertadas. O incremento do
acumulo diario para o0 Na* nas plantas submetidas ao sal foi observado neste estudo (Figura
10). Com relacdo ao actimulo diario de Na®, as plantas sob salinidade elevada sobre SO4 nas

folhas, apresentaram maior acumulo de sodio. O caule apresentou maior acimulo desse ion
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tanto na IAC 313, como na SO4. Nas raizes 0 acimulo de Na* foi similar entre os porta
enxertos IAC 313 e IAC 572 sob salinidade severa.

Tabela 6. Teor de potassio (K*) em mudas de videira da variedade Vitoria enxertada sobre os
porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a concentrac@es crescente de NaCl (0 —
Controle, 50 mM e 100 mM), durante 30 dias em condi¢Oes de casa de vegetagao.

Combinaces mM Raiz Caule Peciolo Folha
NaCl (umol g™ MS)
0 523,26 Aa 203,49 ABa 1098,19 Aa 510,34 Ab
Vitéria/lAC 313 50 478,04 Aab 148,58 Ab 729,97 Ab 684,75 Ba
100 423,13 Bb 184,11 Ba 562,02 Bc 633,07 Ba
0 507,11Aa 177,65 Bb 885,01 Ba 549,10 Ab
Vitoéria/lAC 572 50 536,18 Aa 174,42 Ab 684,75 Ab 859,14 Aa
100 529,72 Aa 222,87 Aa 910,85 Aa 917,31 Aa
0 419,90 Ba 232,56 Aa 1201,55 Aa 520,03 Ac
Vitéria/SO4 50 316,54 Ab 145,35 Ab 729,97 Ab 859,17 Ab
100 319,77 Cb 164,73 Bb 600,77 Bb 901,16 Aa
CV (%) 7,08 9,08 8,11 4,64

Observagdo: Os dados incluem a média (n = 3). Os dados foram analisados por uma ANOVA de dois fatores
conduzida com enxerto/porta-enxerto e concentragdo de NaCl como fontes de variagdo. As letras mailsculas
diferentes comparam os trés porta-enxertos em cada concentracdo de sal, e letras minusculas diferentes
comparam 0 mesmo porta-enxerto em todas as concentrac@es de sal indicando diferencas significativas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Abreviacdo: CV: coeficiente de variacéo.

As informac0es sobre as taxas de acimulo de sodio nas estruturas das plantas de videira
sob niveis de salinidade sdo apresentadas na Figura 9. Sob moderada (50 mM NacCl) e alta
(100 mM NaCl) salinidade o gendtipo SO4 esbogou maior acimulo de Na™ nas folhas, sendo
118,01% e 181,77% superior a IAC 313 e IAC 572, respectivamente com 50 mM NacCl.
Similarmente ainda para SO4 com 100 mM NaCl, o acumulo foi de 41,39% e 68,87%
superior a IAC 313 e IAC 572, respectivamente (Figura 9A). Curiosamente, apesar do peciolo
fazer parte da estrutura da folha, nos diferentes tratamentos houveram variagdes e acréscimo
na acumulacdo de sédio (Figura 9B). Os resultados mostraram que o peciolo das plantas tem
aumento na capacidade de acimulo de Na" com o incremente da salinidade, mas a aplicacéo
de Na* teve efeito mais expressivo especialmente na IAC 313. N&o houve diferenca
significativa para IAC 313 e SO4 submetida a 50 mM, exceto a IAC 572 sendo 26,69%
menor. O gendtipo IAC 313 foi significativamente superior & IAC 572 e SO4 sob salinidade

de 100 mM NaCl para o acimulo de Na* no peciolo.
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Figura 9. Taxa de acimulo de sédio (Na*) em mudas de videira da variedade Vitdria
enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a concentracdes
crescente de NaCl (0 — Controle, 50 mM e 100 mM), durante 30 dias em condic¢des de casa de
vegetacdo. Observacdo: As letras maiusculas diferentes comparam os trés porta-enxertos em
cada concentracao de sal, e letras minGsculas diferentes comparam 0 mesmo porta-enxerto em
todas as concentracdes de sal indicando diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os menores teores acumulados de Na* em videiras foram evidenciados no caule (Figura
9C), além disso, os diferentes niveis de salinidade proporcionou diferenca significativa entre
0s gendtipos. Em 50 mM NaCl os maiores acumulos de NaCl foi para IAC 313 e SO4
(p>0,05), sendo ambas significativamente superior a IAC 572 (59,16%). De acordo com 0s
resultados, a aplicacdo de 100 mM NaCl apesar do incremento no acimulo do ion no caule,
houve diferenca entre todos 0s genotipos. A raiz foi o segundo 6rgdo de maior acimulo de
sodio em videiras (Figura 9D). A salinidade de 50 mM NaCl aumentou o acumulo de sédio
significativamente (p<0,05). Em IAC 572 o incremento do ion foi mais expressivo quando

comparado com IAC 313 e SO4, sendo 17,11% e 109,42%, respectivamente. O acumulo de
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Na" em IAC 572 sob 100 mM NacCl, foi significativamente superior as demais combinagdes
(Figura 9D). No presente estudo, com os incrementos de aplicacdo de sal, a SO4

significativamente apresentou menores acumulos de sédio (p<0,05).

A taxa de acimulo de K" em folhas sob salinidade elevada apresentou diferenca
significativa entre os trés porta-enxertos estudados, com destaque para o SO4 que acumulou
cerca de 15 umol. Em raiz, caule e peciolo sofreram restricdo quando submetidas a salinidade
moderada e elevada (Figura 10B, C e D). Os valores negativos para a TAD estimada indicam
que no decorrer dos dias, houveram perdas de potassio nas plantas quando comparadas com as
plantas coletadas no inicio do experimento. As estimativas para a TAD de Na* em raizes
mostram uma intensa acumulacdo desse ion durante o experimento nas plantas sobre os trés

porta-enxerto quando expostas as duas concentracdes de sal.
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Figura 10. Taxa de acumulo de potassio (K*) em mudas de videira da variedade Vitdria
enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a concentragdes
crescente de NaCl (0 — Controle, 50 mM e 100 mM), durante 30 dias em condicdes de casa de
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vegetacdo. Observacdo: As letras maiusculas diferentes comparam os trés porta-enxertos em
cada concentracao de sal, e letras minUsculas diferentes comparam o mesmo porta-enxerto em
todas as concentrac@es de sal indicando diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O teor de cloreto manteve praticamente 0 mesmo comportamento em todas as partes
vegetativas da planta (Tabela 7). Na raiz houve aumento deste ion em todos o0s porta-enxertos
avaliados, acumulando em média 1,110 pumol de CI- no tratamento de salinidade elevada
(100mM). Em caule o teor de CI também teve aumento em todas combinagdes
Vitéria/IAC313, Vitoria/572 e Vitoria/SO4 que mantiveram os valores em torno de 174 pmol.
Em folhas, houve efeito significativo entre os porta-enxertos submetidos a salinidade
moderada, em que as mudas sobre IAC 313 apresentaram reducdo no teor de CI’, cerca de 500

pumol.

Tabela 7. Teor de cloreto (CI') em mudas de videira da variedade Vitoria enxertada sobre 0s
porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a concentragdes crescente de NaCl (0 —
Controle, 50 mM e 100 mM), durante 30 dias em condi¢des de casa de vegetacao.

Combinagdes mM Raiz Caule Peciolo Folha
NaCl (umol g* MS)
0 204,16 Ac 29,16 Ab 128,33 Bc 11,66 Ac
Vitéria/IAC 313 50 877,91 Ab 110,83 Aab 840,00 Bb 542,50 Bb
100 1137,50 Aa 221,66 Aa 1295,00 Aa 1120,00 Aa
0 350,00 Ac 46,67 Ab 315,00 Ac 40,83 Ac
Vitéria/IAC 572 50 915,83 Ab 212,91 Aa 1184,16 Ab 875,00 Ab
100 1220,00 Aa 250,83 Aa 1353,33 Aa 1102,00 Aa
0 350,00 Ac 23,33 Ab 210,00 ABb 29,16 Ac
Vitéria/SO4 50 775,83 Ab 189,58 Aa 1114,16 Aa 950,83 Ab
100 974,16 Aa 192,50 Aa 1295,00 Aa 1201,66 Aa
CV (%) 11,33 38,81 8,89 15,68

Observagdo: Os dados incluem a média (n = 3). Os dados foram analisados por uma ANOVA de dois fatores
conduzida com enxerto/porta-enxerto e concentragdo de NaCl como fontes de variagdo. As letras maidsculas
diferentes comparam os trés porta-enxertos em cada concentracdo de sal, e letras minusculas diferentes
comparam 0 mesmo porta-enxerto em todas as concentrac@es de sal indicando diferencas significativas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Abreviacdo: CV: coeficiente de variacdo.

3.4. Atividade enzimdtica, ndo enzimatica e perdxidacdo lipidica em plantas de videira

enxertadas na auséncia e presenca de salinidade

Sob condigdes salinas houve reducdo de proteina solivel nas plantas com maiores
niveis de sal (Figura 11A). Nao houve diferenca significativa entre IAC 313 e SO4 sob 50
mM NaCl, por outro lado, ambas foram 17,63% superior a IAC 572. Este efeito foi maior em
condigdes de estresse severo, visto que a SO4 sofreu menos estresse que as demais em 100
mM NaCl (p<0,05). O contetido de proteina em 100 mM NaCl aumentou 65,29% e 19,57%
nas plantas SO4 e IAC 313, respectivamente, em comparagdo com IAC 572.
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As maiores atividades das enzimas CAT e APX foram mais sobressalentes em 100 mM
NaCl, em comparacdo com seus respectivos valores correspondentes para o controle e 50 mM
NaCl (Figura 11B e C). Observando-se os gendtipos dentro dos niveis de salinidade, a
atividade da catalase sob 0 e 50 mM NaCl houve apenas diferenca no IAC 572 em 50 mM
NaCl, sendo 23,33% maior. Apesar do incremento na atividade da CAT ao aumentar a
salinidade para 100 mM NaCl (Figura 11B), um fendmeno interessante foi o demasiado
aumento de 77,44% da IAC 572 (p<0,05), em com comparacdao com SO4 e IAC 313 (p>0,05).
A atividade de APX aumentou significativamente com a exposicdo das plantas a salinidade
(Figura 11C). Sob condi¢Bes normais de crescimento, ou seja, sem a presenca de sal, o
gendtipo IAC 572 manteve sua atividade de APX elevada, e posteriormente elevando-se em
funcdo do incremento de sal. Em 50 mM NaCl a atividade de APX foi estatisticamente
semelhante a IAC 313 e IAC 572, diferenciando da SO4. Entre os gendtipos, bem similar aos
resultados de CAT, a IAC 572 teve maior atividade de APX no tratamento de salinidade
severa, sendo 126,92% e 169,07% quando comparado com IAC 313 e SO4, respectivamente.
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Figura 11. Teor de proteinas soluveis (A) e atividade das enzimas catalase (B) e peroxidase
do ascorbato (C) em mudas de videira da cultivar Vitdria sobre os porta-enxertos IAC 313,
IAC 572 e SO4, crescidas na auséncia (0) e presenca de NaCl (50 e 100 mM) durante 30 dias
em condicdes de casa de vegetacdo. Observacdo: As letras mailsculas diferentes comparam
0s trés porta-enxertos em cada concentracao de sal, e letras minusculas diferentes comparam o
mesmo porta-enxerto em todas as concentrages de sal indicando diferencas significativas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os dados mostram que a intensidade da peroxidac&o lipidica, estimada no contetdo de
TBARS em mudas de videira enxertadas foram afetadas pela salinidade e teve influéncia
também do porta-enxerto utilizado (Tabela 8). O nivel de producdo desse indice de dano
bioquimico foi mais destacado em plantas que receberam os tratamentos com NaCl a 50 e 100
mM, quando comparadas aos controles, nota-se que houve diferenca significativa. Essa
diferenca foi observada entre os porta-enxertos, em que ocorreu um aumento gradativo com
maior intensidade para as combinacdes Vitoria/lAC 313, seguido da Vitoria/lAC 572 sob
salinidade elevada. A producdo de malondialdeido (MDA) como produto final da peroxidacéo
lipidica da membrana em folhas para as duas variedades mencionadas aumentou 120% e 81%,

respectivamente, em comparagdo com videiras sem tratamento de salinidade.

Tabela 8. Teor de TBARS e glutationa reduzida (GSH) em folhas de mudas de videira da
variedade Vitoria enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a
concentracdes crescente de NaCl (0 — Controle, 50 mM e 100 mM), durante 30 dias em
condicdes de casa de vegetacao.

) . NacCl TBARS GSH
Combinagges mM (nmol g MF) (umol g* MF)

0 408,54 Ac 0,818 Ba
Vitéria/IAC 313 50 531,62 Ab 0,835 Ba
100 901,16 Aa 1,137 Ca
0 417,07 Ab 2,441 Ab
Vitéria/lAC 572 50 482,58 Ab 2,584 Ab
100 755,29 Ba 3,264 Aa
0 450,16 Ab 0,597 Ac
Vitéria/SO4 50 562,38 Aab 1,118 Bb
100 573,18 Ca 2,303 Ba

oV (%) 10,32 11,45

Observagdo: Os dados incluem a média (n = 3). Os dados foram analisados por uma ANOVA de dois fatores
conduzida com enxerto/porta-enxerto e concentracdo de NaCl como fontes de variacdo. As letras mailsculas
diferentes comparam os trés porta-enxertos em cada concentracdo de sal, e letras mindsculas diferentes
comparam 0 mesmo porta-enxerto em todas as concentra¢@es de sal indicando diferencas significativas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Abreviacdo: CV: coeficiente de variacdo.

O conteudo do antioxidante ndo enzimatico também é demonstrado na Tabela 8. O
contelido de glutationa reduzida foi estimulado com aumento da concentragdo salina, as
mudas sobre o porta-enxerto IAC 572 apresentaram aumento siginificativo quando
comparadas aos demais porta-enxertos sob 0 mesmo nivel de salinidade. Quando comparado
ao tratamento, o SO4 mostrou maior conteldos de glutationa reduzida, um incremento de
cerca de 3,8 vezes.

O contetido de ascorbato total apresentou decréscimo em resposta ao incremento da

salinidade (Tabela 9). Quando submetidas a salinidade elevada (100 mM), as mudas sobre o
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porta-enxerto IAC 572 diminuiram aproximadamente 26% do contetdo de ascorbato total,
apesar da evidéncia do decréscimo, a mudas sobre IAC 313 e SO4 ndo apresentaram diferenca
significativa quando comparadas aos respectivos controles, esse resultado refletiu na atuagédo
do porta-enxerto. Houve aumento na fracdo de ascorbato reduzida em Vitéria/IAC 313
(196%) e Vitéria/IAC 572 (18,23%) sob salinidade elevada, quando comparados ao
tratamento controle. A fracdo referente ao ascorbato oxidado apresentou redugdo acentuada,
em média 50% nas mudas sobre IAC 313 e IAC 572, enquanto na SO4 essa reducdo foi
menor, aproximadamente 24%. A relacdo ascorbato reduzido/ascorbato total, ou seja, a
descri¢do do estado redox desse antioxidante ndo-enzimatico, promoveu acréscimos médios

de 95,33% nas mudas sob salinidade, quando comparado aos controles.

Tabela 9. Teor de ascorbato total, reduzido e oxidado, e relacdo do teor de ascorbato reduzido
em relacdo ao conteudo total (Reduzido/Total) em folhas de mudas de videira da variedade
Vitéria enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 573 e SO4 submetidas a
concentracdes crescente de NaCl (0 — Controle, 50 mM e 100 mM), durante 30 dias em
condigdes de casa de vegetacéo.

Combinagdes NaCl Total Reduzido Oxidado Reduzido/Total
il (umol g™ MF) %)
0 12,321 Aa 1,231 Bb 11,090 Aa 10,055 Ac
Vitéria/IAC 313 50 11,228 Aa 3,078 Aa 8,150 Aab 27,307 Ab
100 9,115 Aa 3,644 Aa 5,472 Ab 43,531 Aa
0 14,618 Aa 2,659 Aab 11,959 Aa 18,325 Ab
Vitéria/IAC 572 50 8,269 Ab 2,097 Bb 6,172 Ab 25,579 Ab
100 8,544 Ab 3,144 Aa 5,401 Ab 37,235 Aa
0 12,925 Aa 1,188 Bb 11,737 Aa 9,216 Ab
Vitéria/SO4 50 10,635 Aa 2,606 ABa 8,028 Aa 24,760 Aa
100 11,048 Aa 2,138 Ba 8,910 Aa 19,432 Bab

Observagdo: Os dados incluem a média (n = 3). Os dados foram analisados por uma ANOVA de dois fatores
conduzida com enxerto/porta-enxerto e concentragdo de NaCl como fontes de variagdo. As letras maidsculas
diferentes comparam os trés porta-enxertos em cada concentracdo de sal, e letras mindsculas diferentes
comparam 0 mesmo porta-enxerto em todas as concentracées de sal indicando diferencas significativas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Abreviacdo: CV: coeficiente de variacdo.

4. DISCUSSAO

Em plantas de videira, o efeito do estresse salino resulta no menor crescimento e
desenvolvimento tanto da parte aérea, como das raizes, 0 que € consistente com 0s parametros
fotossintéticos analisados neste estudo. A fotossintese bloqueada pode inibir o crescimento da
planta e, também, o rendimento e a producéo, isso ocorre principalmente devido o fechamento
estomatico (BANEH et al., 2014). Os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4, apresentaram
menor conteldo de massa seca foliar e nas raizes quando submetidos a estresse salino elevado

(100 mM), esse acontecimento pode ser explicado devido o efeito negativo causado pelo sal
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por envolver jons toxicos que levam a interferéncia da funcéo radicular na absorcéo de agua,
como também a absorcéo de nutrientes como Ca**, Mg®* e K* e sua assimilacdo (CARILLO
etal., 2011). As raizes sdo responsaveis pelo controle da absor¢éo e translocacédo de nutrientes
ao longo da vida da planta (LATA et al., 2019). No entanto, apesar da exposicao direta ao
ambiente salino, as raizes possuem menor vulnerabilidade no crescimento quando comparada
a area foliar (MUNNS, 2002).

O aumento da salinidade afetou a alocacdo de biomassa devido alteracdes na expansédo
celular, como também na fotossintese liquida das plantas. Em nosso experimento, apesar das
alteragBes nos padrdes do crescimento radicular e com tendéncia de declinio no aumento da
salinidade, as raizes podem compartimentalizar Na* em vacUolos de células radiciais evitando
concentragdes toxicas no citoplasma, e posteriormente podendo causar danos deletérios. A
salinidade, historicamente é um problema para plantas de videira podendo causar danos nas
membranas celulares, degradacdo de proteina e producdo de espécies reativas de oxigénio
(KARIMI et al., 2020; KARIMI et al., 2022).

A presenca de danos foliares foi observada nas plantas através da diagnose visual
realizada, a mesma é utilizada para avaliar o estado nutricional das plantas, pois permite
identificar e caracterizar sintomas de deficiéncia ou toxidade de algum nutriente (SOUZA et
al., 2015). Nesse caso, constatou-se que havia ocorréncia de toxidade, uma vez que, as plantas
apresentaram ressecamento e necrose foliar, esses sintomas sdo apresentados como um dos
efeitos nocivos da salinidade em plantas, incluindo a videira (SOHRABI et al., 2017). E
indispensavel salientar que a morfologia da folha é um importante indicador de distdrbios nas
plantas, nesse estudo, a queima da borda da folha foi observada com o aumento dos niveis de
salinidade.

As plantas cultivadas sob salinidade moderada (50 mM) e elevada (100 mM)
apresentaram reducdo no status hidrico, este mesmo fato foi constatado em estudos com
videira sob salinidade (CRAMER et al., 2007; CHAVES et al., 2010). A salinidade ao
provocar estresse osmotico, leva ao acimulo de fons toxicos (Na* e CIY) que sdo indesejaveis
nas plantas, pois interrompe a permeabilidade da membrana da raiz, assim como a inibi¢éo de
absor¢do de agua, a ocorréncia desse estresse estd ligada ao baixo potencial hidrico Yw
(KONGSRI et al., 2013).

O parametro de trocas gasosas da planta e considerado importante nas condicOes
semidridas, que diminui a transpiracdo (E) e, consequentemente, a fotossintese liquida (Py), 0

crescimento e a producdo. Assim, existe uma ligacdo entre Py e E que para melhor avaliar
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ambos, é necessaria a analise da eficiéncia do uso da agua pela eficiéncia instantanea do uso
da &gua (PN/E) ou eficiéncia intrinseca do uso da &gua (Pn/gS). Em estudos realizados em
plantas sob estresse salino, foi constatado uma inibicdo da fotossintese liquida e da taxa de
transpiracdo devido a condutancia estomatica reduzida, sendo uma tendéncia semelhante
observada em outras partes da uva (BANEH et al., 2014). A reducdo da fotossintese liquida
em todos os gendtipos de porta-enxerto sob salinidade elevada, sugere que estes ndo foram
capazes de canalizar o fluxo de elétrons para a sintese de NADPH.

Nos genoétipos de porta-enxertos sob estresse elevado, ocorreu diminuicdo na
condutancia estomaética, automaticamente uma menor transpiracdo e, consequentemente,
maior eficiéncia no uso da agua. Essa ocorréncia pode ser explicada pela menor perda de dgua
devido ao fechamento parcial dos estbmatos sob maior concentracdo de CO,, o controle
estomatico é realizado através da regulacdo da abertura dos estbmatos por meio de mudancas
no turgor de células guarda e por alteracfes na densidade estomatica e na area foliar durante o
desenvolvimento (HAWORTH; ELLIOTT-KINGSTON; McELWAIN, 2013).

Diante de todos os problemas que os estresses ambientais podem causar, algumas
medidas podem confirmar o comportamento das plantas, os parametros de eficiéncia
fotoquimica, a fluorescéncia da clorofila e o transporte de elétrons (ETR) que s&o
considerados parametros seguros e confidveis (BUSSOTTI et al., 2020). Nos processos
primarios da fotossintese o equilibrio i6nico considerado adequado no citosol e também nos
cloroplastos é critico na regulacdo da maquinaria bioquimica (PAN et al., 2020). Neste
estudo, foi observado que a fluorescéncia da clorofila apresentou danos severos no tratamento
salino extremo (100 mM), uma vez que, esse resultado reflete na importancia da investigacéo
da fisiologia das plantas sob condi¢Ges de estresse, essa diminuicdo da fluorescéncia da
clorofila, sob salinidade, ocorre devido ao declinio da eficiéncia fotossintética (JURKOW et
al., 2020; TOMBULOGLU et al., 2020). A reducdo desses parametros apresentados pela
fotossintese pode estar relacionada a limitacdo estomatica e difusiva de influxo de CO, para o
sitio Rubisco (Ribulose-1,5-Bisfosfato Carboxilase/Oxigenase; EC 4.1.1.39), este fato
possibilita saturacdo e desequilibrio da cadeia de transporte de elétrons (ETR), 0 que provoca
uma producgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ACOSTA-MOTOS et al., 2017,
CHAVES et al., 2009). O NPQ apresentou reducdo nos porta-enxertos IAC 313 e IAC 572
submetidas ao maior nivel salino (100 mM), esse parametro € usado como indicativo do

excesso de dissipacdo de energia luminosa na forma de calor nos complexos antenas do PSII
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(NAJAR et al., 2019). Dessa forma, essa reducédo indica que a quantidade de energia luminosa
ndo estava sendo absorvida em decorréncia ao desequilibrio no complexo antena.

Os pigmentos fotossintéticos nas folhas, referente a clorofila a, b e totais sdo em alguns
casos capazes de limitar a taxa de fotossintese na videira (KARIMI et al., 2016). Os nossos
resultados apresentaram reducdo do teor de clorofila de acordo com o estresse salino
empregado, sendo um indicador de avaliacdo da tolerancia a salinidade em plantas de videira.
Essa diminuicdo pode estar associada a danos oxidativos as membranas do cloroplasto devido
a salinidade ou aumento da atividade da clorofilase (MUNNS; TESTER 2008).

O estudo mostrou expressivo aumento no contetido de Na* em raizes, caules, peciolos e
folhas em todas as combinagcGes de enxerto/porta-enxerto em resposta ao incremento da
salinidade, refletindo maior sensibilidade pela aparente auséncia de restricdo e alocacdo de
Na’ nas plantas de videira. Normalmente, a salinidade causa desequilibrios idnicos que
diminuem a relagdo NPK e K*/Na®, quando ocorre o decréscimo dessas relacdes, aumenta o
acumulo excessivo de fons toxicos como, por exemplo, Na*. Dessa forma, é importante que
ocorra a preservacao da homeostase idnica sob condicdes de estresse salino, uma vez que, a
homeostase é um requisito para defender as culturas contra a produ¢éo de ions nocivos.
sintese proteica, como também a desnaturagdo de enzimas. Em plantas, quando se tém niveis
elevados de H,O, detectados sob estresse salino a espécie pode desencadear peroxidagdo
lipidica e posteriormente causar danos a membrana. Um papel fundamental das enzimas
antioxidantes é livrar radicais livres presentes nas células das plantas, cujos mesmos podem
causar perda de rendimento fotossintético e de biomassa. Além disso, a APX esta intimamente
ligada na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio. Na regido do cloroplasto, a APX tem
papel crucial na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, devido principalmente a
auséncia de CAT no cloroplasto. A APX elimina também H,0, no ciclo ascorbato-glutationa,
sendo necessarios para a desintoxicacdo das células. Em comparacdo a atividade das duas
enzimas APX e CAT, observou-se que CAT tem substancialmente maior atividade para
sequestrar H,0O,. Esses resultados corroboram com os achados de Bari et al. (2021)
investigando porta-enxertos de videiras sob salinidade de 0, 25, 50 e 100 mM de NaCl.

Em plantas, quando se tém niveis elevados de H,O, detectados sob estresse salino a
especie pode desencadear peroxidacao lipidica e posteriormente causar danos a membrana. Os
produtos produzidos pela peroxidacdo lipidica, como o0s que reagem com o 4&cido

tiobarbitlrico, sdo parametros importantes para monitorar 0s danos causados por espécies
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reativas de oxigénio (VASCONCELOS et al., 2007). Neste estudo, observou-se um aumento
no teor de TBARS com o0 aumento do tratamento com solucdo salina. Esses resultados
refletem significativamente possiveis danos oxidativos, principalmente & membrana atraves
da peroxidacdo lipidica, medida pelo teor de MDA. O acumulo e o desequilibrio entre a
producéo e a eliminagdo de EROs nos tecidos vegetais podem levar a essas e outras alteragdes
fisiologicas, metabdlicas e bioquimicas (MITTLER, 2017). Em condigdes salinas, como visto
em nossos resultados, o aumento da glutationa reduzida pode ser devido ao melhor
desempenho das plantas em tolerar o estresse. Isso porque a glutationa reduzida tem
importancia na protecdo de espécies reativas de oxigénio em plantas sob condicdes de estresse
(KAYA et al., 2020).

O ascorbato é um importante antioxidante para os vegetais, atuando como um cofator
para muitas enzimas, e ainda interage (enzimaticamente e ndo enzimaticamente) na
desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio. Em plantas, um regulador vital que auxilia no
status redox é a regeneracdo do ascorbato (ASC) e glutationa (GSH) no ciclo ascorbato-
glutationa, também conhecida como via Foyer-Halliwell-Asada. Para a remocdo do H,0,
intracelular, a APX utiliza o ascorbato como doador de elétrons. Em associacdo com o
ascorbato, a APX juntamente com a glutationa redutase podem maximizar a remocdo de
H,O,, devido a regeneracdo eficiente do ascorbato. Em conjunto, nossos resultados indicam
que o0s gendtipos de videira possuem um amplo comportamento no balango redox. As reservas
de ascorbato podem ser reduzidas pelo estresse oxidativo. Além disso, o ascorbato oxidado
pode ser acumulado a partir da desproporcéo de monodesidroascorbato (MDHA) ou oxidacéo
do arcorbato reduzido. O estresse salino afetou expressivamente os teores reduzidos de
ascorbato sob alta salinidade. Este efeito resultou em uma diminuigdo no estado redox do
ascorbato em plantas submetidas a niveis elevados de salinidade. Em videira, Ikbal et al.
(2014) observaram alteracdes nos contetdos de ascobato quando incrementado a salinidade;
os teores de ascorbato também podem alterar ndo s pela aplicacdo de sal, mas também
dependendo da parte estrutural da planta (BERNARDO et al, 2021).
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5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que 0s porta-enxertos apresentam diferentes
propriedades fisiologicas sob a acdo do sal e, além disso, as plantulas de videira enxertadas
apresentaram uma série de respostas sob essa exposicao, o que revelou a complexidade das
interacOes fisioldgicas entre enxertia e porta-enxertos. Durante 0 processo de enxertia, alguns
mecanismos permanecem pouco compreendidos. Os dados mostram caracteristicas associadas
a sensibilidade e tolerancia a salinidade, algumas mais dependentes da enxertia e aquelas mais
afetadas pelas interacGes porta-enxerto e enxerto/porta-enxerto, além de caracteristicas que
ndo dependem do gendtipo.

Apresentou melhor capacidade de crescimento a combinagdo de enxerto/porta-enxerto
Vitoria/IAC 572 com base nos teores de matéria seca, associado ao menor actimulo de Na*em
tecidos foliares e combinados com um maior teor deste ion em tecidos de caules e raizes,
sugerindo que este porta-enxerto apresenta mecanismos de retencdo/exclusdo de ions toxicos,
sendo esse um dos mecanismos de tolerancia ao sal. A combinagio de planta enxertada que
mais se mostrou sensivel para os tratamentos salinos, foi Vitoria/SO4. Nos observamos que 0s
gendtipos de videira exibiram variacdes consideraveis na tolerancia a salinidade, devido as
mudancas nos teores de Na*, K*, desempenho no crescimento radicular e da parte aérea, como
também no potencial osmatico e trocas gasosas.

O aumento da peroxidacdo lipidica foi um indicador de dano oxidativo nas folhas de
videira submetidas ao estresse salino. A maior atividade da enzima ascorbato peroxidase
(APX), consequentemente maior teor de glutationa redutase (GSH), e menor teor de ascorbato
(ASA) apresentada na combinacdo Vitoria/IAC 572, teve influencia diretamente o ciclo
Ascorbato/Glutationa considerado uma via alternativa de eliminacdo de peroxido de

hidrogénio na auséncia da catalase.
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