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RESUMO GERAL

A salinidade afeta a assimilagdo de CO: nas plantas por meio de modificagOes
estomaticas ou metabolicas, enquanto que concentracdes elevadas de CO, poderiam estimular
a fotossintese e o crescimento vegetal. Esse estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
benéficos da elevacdo da concentracdo de CO; na atenuacdo de danos metabdlicos envolvendo
processos de fotossintese, crescimento, toxicidade ibnica e protecdo oxidativa em plantas de
videira sob salinidade. Mudas de videira BRS Nubia enxertada sobre o porta-enxerto IAC 572
foram crescidas sob concentraces ambiente (400 ppm) e elevada (800 ppm) de COg,
combinadas a irrigagcdo com solugéo nutritiva controle (0 mM) ou adicionada de NaCl (80 mM
NaCl). Nessas condi¢es foram avaliados parametros relacionados aos processos de (i)
crescimento, pelo contetido de matéria seca; (ii) relac6es hidricas, pelo potencial hidrico foliar,
condutancia estomatica e conteldo relativo de agua; (iii) toxicidade ibnica, pela
acumulo/particdo de Na*, K" e CI'; (iv) eficiéncia fotoquimica, por indicadores de fluorescéncia
e de contetdos de clorofila; (v) protecdo oxidativa, por indicadores de danos e protecao
enzimatica e ndao enzimatica. Os resultados mostraram que o incremento da concentracdo de
CO. ambiente aumentou o crescimento vegetal (massa seca de folhas) na auséncia e presenca
de salinidade. Esse efeito benéfico para o crescimento foliar foi associado com um menor
acumulo de Na* e CI" nas plantas salinizadas quando expostas ao elevado CO2, bem como maior
homeostase nutricional (indicada pela relagdo K*/Na*). Sob elevado CO; as plantas expostas a
salinidade apresentam melhor status hidrico, uma resposta associada a altera¢cbes morfologicas
envolvendo a densidade estomatica. As plantas submetidas a salinidade apresentaram menores
danos oxidativos associados a uma maior sintese de carboidratos em folhas, quando expostas
ao COzelevado. Essa reducdo de danos oxidativos sob alto CO: foi associada a menor inducgéo
da protecdo oxidativa enzimatica, porém com relativa inducdo do sistema de protecdo néo
enzimatico. Em conclusdo, os dados revelam respostas efetivamente relacionadas com efeitos
benéficos da concentragéo elevada de CO> na atenuacgdo de danos metabolicos induzidos pela
salinidade em plantas de videira.

Palavras-chave: Elevado COg, crescimento, homeostase ionica, fotoprotecéo, salinidade, Vitis

vinifera.



GENERAL ABSTRACT

Salt stress affects CO, uptake in plants by stomatal and non-stomatal damages, while
that high CO> concentrations could stimulate photosynthesis and plant growth. This study
aimed to evaluate the beneficial effects of increasing CO2 concentration on the attenuation of
metabolic damage involving processes of photosynthesis, growth, ionic toxicity, and oxidative
protection in grapevine plants under salinity. Plants of BRS Nubia vine grafted on IAC 572
rootstock were grown under ambient (400 ppm) and high (800 ppm) CO2 concentrations,
combined with irrigation with control nutrient solution (0 mM) or added NaCl (80 mM NacCl).
Under these conditions, parameters related to the processes of (i) growth - by dry matter content;
(i) water relations - by leaf water potential, stomatal conductance, and relative water content;
(iii) ionic toxicity - by accumulation/partition of Na*, K™ and CI’; (iv) photochemical efficiency
- by fluorescence and chlorophyll content indicators; (v) oxidative protection - by damage
indicators and enzymatic and non-enzymatic protection, were evaluated. Data showed that the
increase in ambient CO> concentration increased plant growth (dry weight of leaves) in the
absence and presence of salinity. This beneficial effect on leaf growth was associated with less
Na* and CI- accumulation in salinized plants when exposed to high CO3, as well as greater
nutritional homeostasis (indicated by the K*/Na* ratio). Under high CO>, plants exposed to
salinity have better water status, a response associated with morphological changes involving
stomatal density. Plants subjected to salinity showed less oxidative damage associated with
greater synthesis of carbohydrates in leaves when exposed to high CO,. This reduction in
oxidative damage under high CO2 was associated with a lower induction of enzymatic oxidative
protection, but with a relative induction of the non-enzymatic protection system. In conclusion,
the data reveal responses effectively related to the beneficial effects of high CO2 concentration

in the attenuation of metabolic damage induced by salinity in grapevine plants.

Keywords: Elevated CO2, growth, ionic homeostasis, photoprotection, salinity, Vitis vinifera.



Car
Chl

Ci
DFFF
E
EROs
ETR

Js
NPQ
PSI
PSII
gP
RuBP
Rubisco
TBARS
Y(II)
AsA
De

DM

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Carotenoide

Clorofila

Concentracéo intercelular de carbono
Densidade de fluxo de fotons fotossintéticos
Transpiracao

Espécies reativas de oxigénio

Taxa relativa de transporte de elétrons
Condutancia estomatica

Quenching nao fotoquimico

Fotossistema |

Fotossistema Il

Quenching fotoquimico
Ribulose-1,5-bisfosfato
Ribulose-1,5-bisfosfatase carboxilase/oxigenasse
Substancias reativas ao acido tiobarbitarico
Eficiéncia quantica atual do FSII

Contetdo de ascorbato reduzido

Densidade estomatica

Dano de membrana



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mecanismo celular submetido a homeostase ibnica e sua
compartimentalizacdo, inducdo de antioxidantes e osmdlitos em diferentes organelas: a
homeostase ibnica ocorre através de varios transportadores que auxiliam no influxo de idnico
dentro do vacuolo. Abreviaturas: SOD, superoxido dismutase; POX, peroxidase; CAT,
catalase; APX, ascorbato peroxidase; DHAR, desidroascorbato redutase; GPX, glutationa
peroxidase; GR, glutationa redutase; Pro, prolina; GB, glicina betaina; GABA, é&cido y-

aminobutirico; Put, putrescina; Spd, espermidina; Spm, espermina. (ARIF etal., 2020)........... 15

Figura 2. Efeitos do CO: elevado na fotossintese e sua interferéncia na condutancia
estomatica nas respostas de crescimento das plantas (Circulo verde = cloroplasto; quadrados
laranja = células epidérmicas; semicirculos azuis = estdbmatos; seta vermelha denota um
aumento; e seta azul denota uma diminui¢do; aCO, = concentra¢do de CO, ambiente; PS =
Fotossitemas | e II; ETR = Taxa de transporte de elétrons; EUA = eficiéncia no uso da agua).
Fonte adaptada: GAMAGE €t al., 2018..........cocviiiieiieiieie e 18

Figura 3. Medidas de Potencial hidrico foliar ao meio dia (\Yw), Teor relativo de dgua
(TRA), Condutancia estomatica (gs) e Dano de Membrana (DM) em mudas de videiras
enxertadas (BRS Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle — S0) e presenca de
salinidade (80 mM NaCl — S80) sob concentracdo de CO, ambiente (400 ppm — aCQO2) ou
elevado (800 ppm — eCO>) durante 80 dias. Valores seguidos de mesmas letras maiusculas (A,
B) na barra de mesma cor, ndo diferem entre si para concentragdo de dioxido de carbono.
Valores seguidos de mesmas letras minusculas (a, b) no grupo de barras, ndo diferem entre si

para o tratamento NaCl, isto pelo teste Tukey (P<0,05)......ccccviiiiieiiiiie i 38

Figura 4. Imagens representativas de microscépio éptico do nimero de estbmatos ao
final de 80 DAT de idade das videiras enxertadas (BRS Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia
(controle) e presenca de salinidade (80 mM NaCl) sob concentracdo de CO. ambiente (400

ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80 diaS..........cucvvuieriieiiiieiie i 39

Figura 5. Analise da modulagdo do quenching fotoquimico (gP, A), taxa de transporte
de elétrons (ETR, B), quenching nao-fotoquimico (NPQ, C) e eficiéncias quantica atual do PSII
(Y (I1), D) em resposta ao aumento da densidade de fluxo de fétons fotossintéticos (PAR) e
eficiéncia quantica maxima (Fv/Fm) em mudas de videiras enxertadas (BRS Nubia/lAC 572)

cultivadas na auséncia (controle — SQ) e presenca de salinidade (80 mM NaCl — S80) sob



concentragdo de CO2 ambiente (400 ppm — aCOz2) ou elevado (800 ppm — eCO3) durante 80

Figura 6. Contetdo de Glutationa reduzida (GSH, A), Ascorbato reduzido (AsA, B),
peroxido de hidrogénio (H202, C) e peroxidacéo lipidica (TBARS, D) em mudas de videiras
enxertadas (BRS Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle — S0) e presenca de
salinidade (80 mM NaCl — S80) sob concentragdo de CO> ambiente (400 ppm — aCOz) ou
elevado (800 ppm — eCO>) durante 80 dias. Valores seguidos de mesmas letras maiusculas (A,
B) na barra de mesma cor, ndo diferem entre si para concentracdo de dioxido de carbono.
Valores seguidos de mesmas letras mindsculas (a, b) no grupo de barras, ndo diferem entre si
para o tratamento NacCl, isto pelo teste Tukey (P<0,05).......cccervrireririieienieie e 42

Figura 7. Conteudo de proteina sollveis (A) e atividade especifica de enzimas
antioxidantes, como Catalase (CAT, B), Superdxido dismutase (SOD, C) e Peroxidase do
ascorbato (APX, D) em mudas de videiras enxertadas (BRS Nubia/IAC 572) cultivadas na
auséncia (0 mM NacCl) e presenca de salinidade (80 mM NaCl) sob concentracdo de CO>
ambiente (400 ppm — aCO) ou elevado (800 ppm — eCO>) durante 80 dias. Valores seguidos
de mesmas letras mailsculas (A, B) na barra de mesma cor, ndo diferem entre si para
concentracdo de didxido de carbono. Valores seguidos de mesmas letras minusculas (a, b) no
grupo de barras, ndo diferem entre si para o tratamento NaCl, isto pelo teste Tukey (p<0,05)...43

Figura 8. Analise de componentes principais (PCA) em biplot para os parametros de
biomassa, relacdes hidricas e bioquimicos avaliados em mudas de videiras enxertadas (BRS
Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (aCO.-S0, quadrado azul (PC2) e eCO»-S0, quadrado
vermelho (PC1)) e presenca (aC0O2-S80, quadrado vermelho (PC1) e eC0O,-S80, quadrado azul
(PC2)) de salinidade durante 80 dias. O painel (A) mostra a distribuicéo dos escores, e 0 painel
(B) mostra as cargas (peso) de cada fator, na PCA de ordenacdo. As variaveis em circulo aberto
e preto pertencem a PC3. As varidveis em circulo aberto e preto pertencem a PC3. Abreviacdes:
AsA, Conteudo de ascorbato reduzido; Carb_f, Conteddo de carboidrato na folha; Carb_c,
Conteudo de carboidrato no caule; Carb_r, Conteudo de carboidrato na raiz; Cl_f, Contetdo de
cloreto na folha; Cl_c, Conteudo de cloreto no caule; Cl_r, Contetdo de cloreto na raiz; De,
Densidade estomatica; DM, Dano de membrana; K_f, Contetudo de potassio na folha; K_c,
Contetdo de potassio no caule; K_r, Contetido de potassio na raiz; Na_f, Contetdo de sodio na

folha; Na c, Conteddo de sodio no caule; Nar, Conteddo de sodio na



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Condutividade elétrica da 4gua lixiviada pelo substrato (CeL) apds aplicacao
de 1 L de agua deionizada, ao final da conducéo do experimento de videiras enxertadas (BRS
Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenga de salinidade (80 mM NaCl) sob
concentragdo de CO> ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80

Tabela 2. Massa seca (MS) nos diferentes 6rgdos de videiras enxertadas (BRS
Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade (80 mM NaCl) sob
concentracdo de CO2 ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80 dias.................. 34

Tabela 3. Contelido de sddio (Na*) nos diferentes 6rgédos de videiras enxertadas (BRS
Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade (80 mM NaCl) sob
concentracdo de CO2 ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80 dias.................. 35

Tabela 4. Contetdo de potassio (K*) 6rgdos de folha, caule e raiz de videiras enxertadas
(BRS Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade (80 mM NacCl)
sob concentragdo de CO> ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80

Tabela 5. Razdo potassio/sédio (K*/Na*) em diferentes 6rgdos de folha, raiz e caule de
videiras enxertadas (BRS Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de
salinidade (80 mM NacCl) sob concentracdo de CO, ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm)
AUFANTE B0 TI8S. .. v eevieeeeee ettt ettt s et e et ettt esbe b e e neene et e ens 36

Tabela 6. Conteudo de cloreto (CI") nos diferentes 6rgaos folha, caule e raiz de videiras
enxertadas (BRS Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade

(80 mM NacCl) sob concentragdo de CO, ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80

Tabela 7. Densidade estomatica realizado em mudas de videiras enxertadas (BRS Nubia
/ 1AC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade (80 mM NaCl) sob

concentracéo de CO2 ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80 dias.............c....... 39

Tabela 8. Variagdo do contetdo de pigmentos fotossintéticos em mudas de videiras

enxertadas (BRS Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade



(80 mM NacCl) sob concentracdo de CO, ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80

Tabela 9. Concentracdo de carboidrato de folha, caule e raiz de videiras enxertadas
(BRS Nubia / IAC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade (80 mM
NaCl) sob concentracdo de CO, ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80



SUMARIO

1. INTRODUGAQO GERAL.....oooveeeeeeeeeeetee et 13
1.1. SAIINIAAAE. ... e 13
1.2. Elevacéo do dioxido de carbono e efeitos no vegetal.............ccocvevviieiienccicieenns 16
1.3. Impacto da interacdo salinidade e elevagdo do CO2 no vegetal...........ccccocvrvrennee. 19
1.4. ASPEeCtos gerais da VITICUITUIAL .........coveiiiiiiee s 20
2. HIPOTESE . ...cotiuticisese ettt 21
3 OBUIETIVO ...ttt ettt e ettt ettt r et et seane e 21
3.1. (1= - | PSSR 21
3.2. ESPECITICOS. ...ttt 21
CAPITULO Lottt 23
CAPITULO | — Incremento de CO, como atenuador dos efeitos nocivos da salinidade em
caracteristicas morfofisiol0gicas em VIAEITA...........cuveririiiireiie e 24
1. INTRODUGAOD........oooeeeieeieeeeeeeteeteeee et 26
2. MATERIAL E METODOS........coieiiiseieeeseeieee s et es s enas s ssneesn s sensnnas 28
2.1. Local, material vegetal e condugdo dos tratamentos...........ccceceeeeivecieiieiecie e 28
2.2. Estratégia eXperimental........ ..o e 29
2.3. Medida crescimento e conteldo de s6dio, pot&ssio e Cloreto...........ccceeeverceenenenne 30
2.4. Determinacéo das relagdes hidricas e dano de membrana............ccccooevvinieieinnnnn, 30
2.5. DenSidade ESTOMALICA. .........cveieieiiiie ettt saenre s 31
2.6. Medidas de fluorescéncia da clorofila e conteudo de pigmentos fotossintéticos......31
2.7. Conteldo de carboidrato SOIUVEIS...........ccuierrieiiiieesee s 32
2.8. Conteudo de proteinas e atividade enzimatica antioxidante.............c.ccccoeevvvivinenens 32
2.9. Conteudo antioxidante, peroxido de hidrogénio e peroxidacdo lipidica................... 33
3. RESULTADOS. ...ttt sttt ettt ettt e e eresnene 34
3.1 Crescimento e homeostase i0NiCa M VIAEITAS..........cccevereririnieieere s 34
3.2. Relacgdes hidricas e dano de Membrana...........ccooeieiiiirinenieee e 37
3.3. Fluorescéncia da clorofila e conteddo de pigmentos fotossintéticos........................ 39
3.4. Osmadlitos compativeis e sistema antioXidantes............ccceeeeeeveerecieceece e 41
3.5. Anélise de componentes PrinCipaisS (PCA) ....cooiiiiiiiieeseese e 44
4. DISCUSSAD. ...ttt 45
5. CONCLUSAD. .....ocitiiiiieiies ittt 50

6. REFERENCIAIS. ..o oo et e e ee e e et e r et e e e s e e es et es et e e es e e er e e s et eeanaas 51



1. INTRODUCAO GERAL
1.1. Salinidade

Um dos principais fatores abidticos que limita a produtividade e diminui gradualmente
a area cultivada é a salinidade. No altimo meio século, segundo o WORLD BANK (2016), a
disponibilidade per capita em &rea produtiva caiu cerca de 50%, dado este envolvendo além do
crescimento urbano, a deterioracéo de solos por diversos fatores ambientes, como a salinidade
(LIU et al., 2020). As éareas afetadas por algum tipo de salinizacdo chegam a 1,125 bilhGes de
hectares, dos quais 77 milhdes (mi) por praticas antropogénicas, crescendo a uma taxa de 1,5
mi ha ano” (HOSSAIN; SHAH, 2019; SRIVASTAVA; WU; GIRI, 2019). Desta forma,
evidenciando a necessidade manejos para convivéncia ou combate ao acumulo de sais no solo
(JESUS et al., 2015; MUNNS; GILLIHAM, 2015).

O incremento de sais no solo pode se dar naturalmente pela intemperizagéo de rochas,
ascensdo capilar de solutos inorgéanicos (NaCl, CaCl,, MgClz, NaxSO4 e MgSQO4) ou em
depésitos naturais de agua (lagos) (METTERNICHT; ALFRED ZINCK, 2008). Esses
processos naturais demandam fatores especificos das regides, como méa drenagem do solo,
elevada precipitacdo e evaporacdo atmosférica, de tal modo, que sua ocorréncia é pequena,
quando comparado a salinizacdo secundaria, proporcionada pela acdo do homem (SHAHID;
ZAMAN; HENG, 2018). A adi¢do indireta de solutos inorganicos por praticas antropogénicas,
como a irrigacdo, adubacdo quimica, barragens, residuos industriais, que modificam e pré-
condicionam o ambiente ao acumulo ao longo do perfil do solo, é o que acelera a salinizacdo
(SRIVASTAVA; WU; GIRI, 2019). A adicdo no solo mais comum ocasionada no manejo
agricola, € o cloreto de sédio (NaCl), por suas caracteristicas de alta solubilidade em &gua e
abundancia na litosfera, apenas o Na*, ocupa a 6° (sexta) posicdo em concentracdo entre 0s
elementos (SCHROEDER, 2017). Ja o cloreto, como cofator ou impureza em diversas fontes
de adubo, no manejo de nutricdo vegetal (LI; TESTER; GILLIHAM, 2017). Um exemplo, é a
variacdo da concentracdo de NaCl na precipitagédo, que pode variar de 6 — 50 mg kg", que foi
relacionado inversamente com o afastamento do litoral (MUNNS; TESTER, 2008).

Desta forma, foi criada uma classificacdo de solo quanto a salinidade, pelo U.S.
SALINITY LABORATORY STAFF (1954), que leva em consideracdo os parametros de
potencial hidrogeniénico do solo (pH), condutividade elétrica do extrato de saturacdo do solo
(CEe) e porcentagem de sodio trocavel (PST), identificando o nivel e tipo de salinidade em que

ocorre no solo, como isso, podendo adotar estratégias de manejo. De maneira geral a CEe, €
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utilizado para caracterizar o nivel salinidade, em CEe igual/superior a 2 dS m", ha efeitos sobre
o rendimento da videira, prejudicando economicamente a cultura (ZHANG et al., 2002).

A elevacdo CEe induz a diminuicdo do potencial osmotico do solo de linearmente,
dificultando o acesso a agua pela planta, uma vez que seu movimento pelo xilema, se da por
gradiente osmético (MUNNS et al., 2020). O estresse osmotico causa alteragdes no
metabolismo vegetal, diminuindo as trocas gasosas, como transpiracéo, condutancia estomética
e a concentracdo interna de dioxido de carbono (HNILICKOVA et al., 2017). A limitagdo nas
trocas gasosas afeta primeiramente o metabolismo fotossintético, que devido a continua
excitacdo de clorofilas, na falta de equivalentes redutores, h&d o desvio de elétrons para o
oxigénio, levando a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) induzindo a degradacao
de membranas, organelas e proteinas com posterior a morte celular (WANG et al., 2018;
KHALIL, 2020).

Mesmo o vegetal conseguindo o ajustamento osmotico, por meio de osmoprotetores,
solutos organicos ou acimulo idnico no tecido/vactolo, em paralelo ocorre a entrada de ions
indesejados causando a toxidez i6nica (ARIF et al., 2020). A toxidez ibnica é resultante do
acimulo de ions téxicos (Na* e CI"), por meio de canais de baixa/alta seletividade ionica,
desequilibrando a homeostase celular e absorc¢ao de nutrientes (KHARE; KUMAR; KISHOR,
2015). Um efeito, ja bem elucidado trata-se da substituicdo do potassio pelo sédio, sob ambiente
salino o potassio tende a diminuir suas concentracdes na planta, enquanto o sodio elevasse
(CHEN et al., 2019). Tal mudanca leva a problemas nos mecanismos dependentes do potassio,
como regulacdo estomatica, turgescéncia celular e biossintese de clorofilas, limitando o
desenvolvimento (TRANKNER; TAVAKOL; JAKLI, 2018).

A resposta vegetal aos efeitos osmotico e ibnico é dependente da adaptabilidade da
planta e a concentracdo salina imposta pelo ambiente (MUNNS; GILLIHAM, 2015). Com isso,
as espécies foram classificadas em dois grandes grupos quanto ao grau de tolerancia ao
ambiente salino: em glicofitas e haldfitas (FLOWERS; MUNNS; COLMER, 2015). Plantas
glicofitas tem seu crescimento paralisado em solo salino (100 mM a 250 mM), podendo
ocasionar até a morte em algumas plantas, além disso, quase todas as plantas cultivadas sdo
classificadas nessa categoria (ACOSTA-MOTOS et al., 2017). Em contrapartida, as halofitas
possuem mecanismos mais eficientes/expressivo/especifico que Ihe confere tolerancia acima
de 250 mM, ¢ algumas “extremofilas” a 400 mM NaCl, mas abrangem apenas 0,2% das espécies
catalogadas (FLOWERS; COLMER, 2015).
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O estresse provocado pelo sal necessita de varias estratégias adaptativas fisioldgicas e
bioquimicas, que atuem em sinergia para inibir os efeitos deletérios da salinidade
(KRISHNAMURTHY; QINGSONG; KUMAR, 2018). Induzindo mecanismos de tolerancia
como reguladores do potencial osmotico, protetivos contra acumulo elementos indesejados
(Na" e CI) e EROs (Figura 1), que sdo os principais efeitos nocivos ao metabolismo
(COLMENERO-FLORES et al., 2020).
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Figura 1. Mecanismo celular submetido a homeostase i6nica e sua compartimentalizacéo,
inducdo de antioxidantes e osmdlitos em diferentes organelas: a homeostase iénica ocorre
através de varios transportadores que auxiliam no influxo de i6nico dentro do vacuolo.
Abreviaturas: SOD, superdxido dismutase; POX, peroxidase; CAT, catalase; APX, ascorbato
peroxidase; DHAR, desidroascorbato redutase; GPX, glutationa peroxidase; GR, glutationa
redutase; Pro, prolina; GB, glicina betaina; GABA, acido y-aminobutirico; Put, putrescina; Spd,
espermidina; Spm, espermina. (ARIF et al., 2020).

Os osmoprotetores mantém o turgor celular, a estabilidade de membranas e proteinas
celulares, além disso, interagem com EROs minimizando danos. O acumulo de prolina,
acucares e proteinas soltveis em plantulas de couve-flor e brocolis, através de sementes tratadas
priming de matriz sélida, demonstraram menores efeitos do estresse salino, representando pela
diminuigdo da peroxidagéo lipidica e aumento de plantulas viaveis, também visto em plantas
de pimenta sob porta-enxerto tolerante (PENELLA et al., 2016; WU et al., 2019).
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Mesmo sob alta salinidade, segundo Munss et al. (2020) a grande parte do cloreto de
sodio (97 — 98%) no solo € excluido pelas raizes, o restante pode ser compartimentalizado por
tecidos especificos ou organelas celulares ou translocados por bombas ativas de anti-porte
Na*/H* para os vacuolos. A compartimentalizacdo no vactolo, por meio de bombas anti-porte
é primordial, uma vez, que o citosol € uma regido sensivel a altas concentragcdes de Na*, que
influencia no ajuste osmético da relacdo solo-planta, promovendo o crescimento e
desenvolvimento (GUPTA; HUANG, 2014; MARTIN et al., 2020). A simulacdo a nivel de
campo, com macieiras modificadas, superexpresséo MdNHX1, fator de transcricdo de
antitransportadores Na'/H*, demonstrou maior desenvolvimento sob salinidade (LI et al.,
2013).

As EROs séo moléculas oxidantes, entretanto também atuantes como sinalizadoras do
estresse a nivel celular, promovendo o aumento da atividade de enzimas e contetdo de
substancias antioxidantes (ARIF et al., 2020). A atuacdo do sistema antioxidante é localizado
em pontos especificos das células, que possuem sitios de producdo de EROs, proximos as
cadeias transportadoras de elétrons (cloroplastos e mitocondria) e no peroxissomos devido ao
processo de regeneracdo do fosfoglicerato (Figura 1). A tolerancia do vegetal esta diretamente
ligada a sua capacidade de eliminar EROs (*O2, OH", O2", H20-). Para isso, as plantas tendem a
aumentar a atividade de enzimas como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APX), assim como antioxidantes ndo enzimaticos ascorbato e glutationa
reduzida, glicina betaina elevando a eficiéncia de extin¢do de EROs (YAN et al., 2018; ZHANG
etal., 2018).

1.2.  Elevacéao do dioxido de carbono e efeitos no vegetal

Nos ultimos trés séculos, devido ao maior crescimento e desenvolvimento humano,
advento da revolucdo e expansdo industrial, a quantidade e emissdes de CO> na atmosfera tém
aumentado progressivamente. Contudo, verificasse que cerca de 53% das emissdes de CO>
ocorreram apenas nos ultimos 30 anos (IPCC, 2021).

A concentracao atmosférica de CO; atualmente alcanca patamares de mais de 400 ppm,
representando um aumento em mais de 40% desde o inicio da revolucdo industrial (NOAA,
2022). Além disso, estimasse que essa concentracdo duplique até o final do século, tornando o
CO2 um dos principais impulsionadores das mudancas climéticas no ecossistema (IPCC, 2021).
Segundo o ultimo relatério do IPCC (Painel Intergovernamental Sobre Mudangas Climaticas),

aumento na concentracdo de CO> atmosférico associado a acréscimos de 1,4 —5,7 °C na média
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da temperatura, promovera alteracfes tanto no regime e/ou quantidade da precipitacdo, o que
pode levar a aumento do estresse hidrico.

Alteracdes no clima seja regional ou global pode levar a imprevisibilidade na producao
vegetal, induzindo ao deficit na oferta de alimentos, sobretudo no cenario de aumento
populacional (AINSWORTH; LONG, 2021; BURKE; EMERICK, 2016). Os efeitos de uma
atmosfera rica em CO> sobre o vegetal, influencia processos relacionados a fotossintese,
respiracdo, relagdes hidricas e entres outros pos-fotossintéticos que alteram o crescimento e
desenvolvimento da planta, que pode depender do tempo de exposi¢do (BHARGAVA; MITRA,
2021). A eficiéncia da fotossintese é dependente da manutencdo elevada das pressdes parciais
relativa de CO,/O2, melhorando a reacdo de carboxilacdo (redugdo do carbono) da enzima
Ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), que pode reagir também com oxigénio
iniciando a via de oxidacao (fotorrespiracéo) do carbono (DUSENGE; DUARTE; WAY, 2019).
Desta forma, a fotorrespiragdo um processo dispendioso para planta e que em alto CO», pode
ser parcialmente inibida (Figura 2) (WALKER et al., 2016).

De imediato, plantas com metabolismo bioquimico tipo C3 cultivadas sob altas
concentragdes de CO> atmosférico, elevaram a taxa de assimilagdo de carbono, demonstrando
que a elevacdo da pressdo parcial de CO2 pode tornar 0s ganhos energéticos mais elevados,
principalmente pela queda da fotorrespiragdo (WANG et al., 2020). Efeito este associado
também a maior expressdo de genes que codificam enzimas como frutose-1,6-bisfosfatase,
transcetolase e aldolase relacionadas a regeneracdo da ribulose-1,5-bifosfato (WEI et al., 2013).
Além de aumento no conteldo de proteinas responsaveis pela fase de carreamento de elétrons,
também foram documentados por meio de transcri¢cdo, como a proteina PSII K, proteina PSII
Dle D2, e ferrodoxina-1, demonstrando que sob CO: elevado pode influenciar a fase
fotoquimico, elevando a eficiéncia da utilizacdo da luz (ZHAO et al., 2019).

No entanto, outros estudos também demonstraram nenhum efeito ou redugdes a nivel
de transcricdo de genes e proteinas envolvidos na fotoquimica ou na reducdo do carbono
principalmente a longo prazo. A fotossintese pode ser inibida por feedback, envolvendo o
acumulo de acgucares soluveis, principalmente amido, causado por vias de sinalizacdo que
provavelmente inibem a atividade de rubisco diminuindo a assimilagdo de carbono
(DUSENGE; DUARTE; WAY, 2019; LI et al., 2008). A necessidade de acucares é mediada
pelo crescimento de novos tecidos/orgaos, seja eles folhas, caules, raizes, frutos ou sementes
que irdo depender da plasticidade genética do individuo em se desenvolver (Figura 2). Mas de

modo geral, plantas em estagios iniciais de desenvolvimento tendem a ser mais responsivas a
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concentragcdes elevada de CO, (eCO) principalmente devido ao volume de tecidos em
desenvolvimento (sumidouro) (GAMAGE et al., 2018).

|||||||||||

| Taxa transpiracio

.. .. [ | Condutincia estomati LEUA
ondutancia estomatica
aCO; =
Reducio na '
s formacio .
reeverced | de estémato T Fechamento estomatico

kT 1 ‘ f
. ﬁ Mudanca na atividade ionica nas
e ' células guarda

Elevado CO:

1 Taxa fotorrespiratéria Melhor
ganho de
carbono

T Acucares sohiveis
T Razio C020: *
Reacdes luminosa (Ciclu de Calvin T Eficiéncia na fixacio CO:
Eficiéncia dos Rubiseo e 1
outras
I PS {é;}:‘} )& « l atividade T Taxa fotossintética

enrimaticas 1

Cloroplasto

Figura 2. Efeitos do CO; elevado na fotossintese e sua interferéncia na condutancia estomatica
nas respostas de crescimento das plantas (Circulo verde = cloroplasto; quadrados laranja =
células epidérmicas; semicirculos azuis = estdbmatos; seta vermelha denota um aumento; e seta
azul denota uma diminuicdo; aCO2 = concentracdo de CO, ambiente; PS = Fotossitemas I e II;
ETR = Taxa de transporte de elétrons; EUA = eficiéncia no uso da agua). Fonte adaptada:
GAMAGE et al., 2018.

As relacgdes hidricas também séo afetadas de imediato, principalmente pela reducgéo da
condutancia estomética e transpiracdo. Um dos reguladores do fluxo da condutancia e

transpiracdo nas folhas é a abertura estomatica que é regulada pelo turgor celular (ZHANG et
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al., 2021). Sob eCO; ocorre a concentracio idnica do potassio(K*) e calcio(Ca?*), juntamente
com anion cloreto (CI") despolarizando a célula guarda e causando o fechamento do estdmato
(BREARLEY; VENIS; BLATT, 1997; KIM et al., 2010). No entanto, mesmo reduzindo a
abertura estomatica, um exemplo com soja, evidenciou a conservacao da concentracdo de CO>
no mesofilo foliar (SOBA et al., 2020). Em plantas de metabolismo C4, mesmo néo
influenciando ndo taxa fotossintética, o incremento de CO- induziu processos adaptativos,
como o sistema antioxidante e trocas gasosas que garantiram o que trés genétipos de Miscanthus
spp. um maior incremento de biomassa (LIANG; PENG; LIU, 2022). Estes efeitos podem
permitir o aumento na eficiéncia no uso da agua (EUA) pelos cultivos, levando no futuro a
mudancas na quantidade de &gua utilizada nas praticas de producdo agricola.

1.3. Impacto da interacdo salinidade e elevacdo do CO2no vegetal

A salinidade vem crescendo a cada ano nos campos produtivos, assim como a pressao
parcial de CO> na atmosfera. Os efeitos de tal interseccéo sobre um cultivo veem demonstrando
resultados promissores, uma vez que, a eCO, tem mitigados danos ocasionados pelo estresse
salino (KERAMAT et al., 2020; SUZUKI et al., 2014).

Os principais efeitos da salinidade no vegetal sdo mudanca no potencial osmotico e
alteracOes idnicas ocasionadas pelo acimulo de sais nos tecidos (MUNNS; GILLIHAM, 2015).
Sendo tais respostas ao estresse osmotico e idnicos inibidas pela elevacdo do CO-, ja que taxa
fotossintética é mantida, mesmo em menor abertura estomatica para espécies como Solanum
lycopersicum L. e Shorea platycarpa F. Heim (DEL AMOR, 2013; NOR LAILATUL
WAHIDAH et al., 2017). Deste modo, concomitantemente reduzindo a producdo de algumas
EROs, como o0 H202, além de induzir ao ajuste osmético pela producdo de aglcares sollveis,
prolina e glicina betaina, em Citrullus lanatus [Thunb.] Mansf. (YU et al., 2015). Resultado
que diverge dos achados de Leakey et al. (2006), que ao expor a soja por um longo periodo a
eCO2 ndo demonstrou alteracBes na trocas gasosas, principalmente fotossintese, o que
demonstra diferentes resposta a depender da espécie.

Em contrapartida, Aster tripolium L. cultivada sob eCO; e salinidade por um periodo de
quatro semanas, ndo demonstrou sinais de aclimatagao as novas condic¢des de COg, utilizando
a energia extra nos mecanismos de tolerancia a salinidade, como protecdo oxidativa e EUA
(GEISSLER; HUSSIN; KOYRO, 2009). Além disso, alguns estudos demonstram que 0 eCO>
pode influenciar a relacdo K*/Na*, importante indicador de homeostase i6nica, aumentando o
conteldo de K* sob salinidade (SOUZA et al., 2019; ZHANG et al., 2020). Os efeitos da
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interacdo salinidade e didxido de carbono embora na maioria dos trabalhos demonstrem efeitos
positivos, pouco se sabe a que nivel ou quais alteragBes sao sinérgicas entre estes fatores

1.4, Aspectos gerais da viticultura

A uva possui seu centro de origem na Groelandia e pertencente a familia Vitaceae.
Apresenta um comportamento de planta trepadeira, com caule que apresenta consisténcia
herbacea, ocorréncia de gavinhas opostas as folhas, com flores diminutas e coloracdo verde-
clara, completas ou hermafroditas, fruto tipo baga em forma de cacho, apresentando formatos
conico, cilindrico ou ramoso e folhas alternas com presenca de tricomas (KUNH, 1996;
SOUSA, 1996; SOUZA, 2013).

Em relacdo ao modo de propagacdo é amplamente utilizado o método da enxertia. O
primeiro relato de enxertia foi no final do século XIX, para o combate ao filoxera
(Daktulosphaira vitifoliae), praga de solo, que estava devastando parreirais na Europa
(PONGRACZ, 1983). O porta-enxerto é responsavel por transmitir diversas caracteristicas
agrondmicas desejaveis para 0 enxerto, dentre estas: resisténcia a pragas, doencas e no solo,
assim como maior rusticidade e vigor radicular, possibilitando o desenvolvimento da enxertia
(FULLANA-PERICAS et al., 2020; OLLAT et al., 2016).

Para o enxerto ou copa, sdo selecionadas as variedades para determinadas condigdes
ambientes, normalmente, sdo escolhidas as que ja estdo sendo amplamente consumidas no
mercado. Atualmente o melhoramento vegetal, visa além de resisténcias a pragas e doengas, de
maneira geral, selecionar genotipos tolerantes a estresses abioticos e bidticos de modo que o
enxerto e porta-enxerto interajam, garantindo a producdo e abastecendo a demanda de mercado
(KELLER; MILLS; HARBERTSON, 2012; MARTIN et al., 2020).

A viticultura constitui uma atividade econdmica que possibilita geracdo de emprego e
renda para diversas regides. A regido Nordeste € considerada a segunda maior produtora de uva
do pais. Com énfase no maior estado produtor, Pernambuco; que no ano 2019, foram cerca de
8.256 ha de area plantada cultivada sob irrigacdo, no Semiarido brasileiro. Esse numero sofre
oscilagcdes anuais em decorréncia da substituicdo de parreirais antigos que estdo contidos na
regido do Vale do S&o Francisco, onde, sdo cerca de duas safras e meias por ano colhidas nas
areas de cultivo (EMBRAPA, 2019). Desta forma, pesquisas voltadas para as dindmicas atuais
e futuras da viticultura irrigada no semiarido sdo primordiais para a manutencdo da

produtividade na regiéo.
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2. HIPOTESE

Elevacédo do dioxido de carbono pode atenuar os disturbios metabolicos induzidos pela

salinidade em plantas de videira enxertada, estimulando assim assimilacdo de carbono e o

crescimento.

3. OBJETIVO:

3.1.

Geral:

Avaliar o efeito da elevacdo do CO> na atenuagdo de danos metabdlicos envolvendo os

processos de fotoquimicas, relactes hidricas, toxicidade idnica e protecdo oxidativa em mudas

de videira sob efeitos isolados e combinados de salinidade.

3.2.
v

Especificos:

Avaliar o acumulo de massa seca em estruturas, como folhas, caules e raizes, além da
razdo parte area/raiz em mudas de videira sob efeitos isolados e combinados de
salinidade e alto COy;

Relacionar os contetdos de Na*, K* e CI" e estimar a relagdo K*/Na* em mudas de
videira sob efeitos isolados e combinados de salinidade e alto COy;

Relacionar o contetdo relativo de 4gua (TRA) e dano de membrana (DM) em mudas de
videira sob efeitos isolados e combinados de salinidade e alto COy;

Avaliar a condutancia do mesofilo (gs) e a relacdo com a densidade estomatica em
mudas de videira expostas aos efeitos isolados e combinados de salinidade e alto CO»;

Avaliar a taxa aparente de transporte e elétrons (ETR), quenching fotoquimico (qP) e
ndo fotoquimico (NPQ), eficiéncia quantica efetiva (Y(Il)) e Eficiéncia quantica
maxima (Fv/Fm) em mudas de videira expostas aos efeitos isolados e combinados de
salinidade e alto COy;

Verificar as modificagBes no contetido de pigmentos, por meio do contetdo de clorofilas
(Chl a, Chl b, Chl totais e Razéo a/b) e carotenoides (Car) em folhas de mudas de
videira sob efeitos isolados e combinados de salinidade e alto COy;

Verificar a ocorréncia de danos oxidativos com base nos contetdos de perdxido de
hidrogénio (H20-) e peroxidacédo de lipidios (TBARS) em folhas de mudas de videira
sob efeitos isolados e combinados de salinidade e alto COo;

Analisar o conteudo de carboidratos soliveis em como folhas, caules e raizes em mudas

de videira sob efeitos isolados e combinados de salinidade e alto CO»;
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v' Analisar a atividade antioxidante enzimatica, através das enzimas peroxidase do
ascorbato (APX), catalase (CAT) e dismutase do superéxido (SOD) em mudas de
videira sob efeitos isolados e combinados de salinidade e alto COy;

v Analisar o contetdo antioxidantes ascorbato e glutationa reduzido, em mudas de videira

sob efeitos isolados e combinados de salinidade e alto COg;
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CAPITULO I:

INCREMENTO DE CO2 COMO ATENUADOR DOS EFEITOS NOCIVOS DA
SALINIDADE EM CARACTERISTICAS MORFOFISIOLOGICAS EM VIDEIRA
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CAPITULO I — Incremento de CO2 como atenuador dos efeitos nocivos da salinidade em

caracteristicas morfofisioldgicas em videira

RESUMO

Os mecanismos fisiologicos induzidos pelo CO: elevado relacionados a resisténcia ao
sal nas plantas ainda sdo pouco conhecidos. Nesse estudo foi testada a hipotese de que altas
concentragdes de CO2 ambiente podem melhorar a resisténcia ao sal favorecendo a homeostase
ibnica, relacbes hidricas, protecdo oxidativa e alteracdes morfologicas em plantas de videira.
As plantas enxertadas de videira (BRS Nubia/lAC 572) foram cultivadas em condicGes salinas
(80 mM NacCl) e nédo salinas combinadas com concentracGes de CO2 ambiente (400 ppm) e
elevada (800 ppm). De modo a verificar ao final de 80 dias apds o transplante, a variacao
fluorescéncia do PSII, por meio de curva de luz em plantas pré-adaptadas ao escuro, densidade
estomatica, as relagdes hidricas como potencial hidrico (Ww), teor relativo de agua (TRA) e
condutancia estomatica (gs), além dos conteudos de massa seca (folha, caule, raiz), potéssio
(K"), sédio (Na") e cloreto (CI'), além do contetdo de carboidratos solGveis e sistema
antioxidante (glutationa reduzida (GSH) e ascorbato reduzido (AsA), proteinas soluveis,
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e peroxidase do ascorbato (APX)). O incremento
do CO, (eCO.) aumentou o crescimento vegetal, bem como os niveis de K*, W , dano de
membrana e as caracteristicas fotoquimicas (gqP, ETR, Y(Il)), carboidratos e H>O> limitando
em conjunto com a salinidade a concentracdo de Na*, CI', a gs e Chl totais e o sistema
antioxidante (CAT, APX e SOD) nas folhas. Desta forma, os resultados sugerem que o
incremento de CO> modificam as caracteristicas tolerancia a salinidade, pela melhoria na
eficiéncia de absorcdo de nutrientes e manutencdo do gradiente osmético, além de ajustar os
pigmentos fotossintéticos ativo, elevando a absorcdo de fétons em conjunto com LHCII. Desta
forma, os resultados sugerem que a elevacao do didxido de carbono na atmosfera pode mitigar

parcialmente os efeitos da salinizacdo promovida por cloreto de sddio sob o vegetal.

Palavras-chaves: Elevado CO., crescimento, homeostase ionica, fotoprotecéo, salinidade, Vitis

vinifera.
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ABSTRACT

Physiological mechanisms induced by elevated CO- related to salt resistance in plants
are still poorly known. We tested the hypothesis that high ambient CO, concentration can
improve salt resistance favoring ionic homeostasis, water relations, oxidative protection and
morphological changers in vine plants. Grafted vine plants (BRS Nubia/IAC 572) were grown
under saline (80 mM NaCl) and non-saline conditions combined to ambient (400 ppm) and
elevated (800 ppm) CO2 concentrations. After 80 days of treatments were evaluated: the
fluorescence variation of PSII, by means of a light curve in dark-adapted plants, stomatal
density, water relations such as water potential (Yw), relative water content (RWC) and
stomatal conductance (gs), in addition to the contents of dry mass (leaf, stem, root), potassium
(K*), sodium (Na*) and chloride (CI). The enrichment in CO, (eCO-) enhanced plant growth,
as well as the levels of K*, WYw , DM and the photochemical characteristics (qP, ETR, Y(II)),
limiting along with salinity the concentration of Na*, CI-, the total chlorophyll and gs in leaves.
In this way, the results suggest that the enrichment in CO. changes the adaptive salinity
tolerance characteristics, improves nutrient absorption efficiency and maintenance of the
osmotic gradient, in addition to adjusting the active photosynthetic pigments, increasing photon
absorption in conjunction with the light-harvesting complex Il (LHCII). Thus, the results
suggest that the elevation of carbon dioxide in the atmosphere will partially mitigate the effects

of salinization promoted by sodium chloride.

Keywords: Elevated CO2, growth, ionic homeostasis, photoprotection, salinity, Vitis vinifera

25



1. INTRODUCAO

A irregularidade da precipitacéo promovido pelas mudancas climaticas, intensificou uso
da irrigacdo, afim de garantir estabilidade de producédo agricola, mesmo com possibilidade de
salinizacdo do solo, que aproximadamente ocupa 1 bilhdo de hectares (FAO, 2022). As
variagBes climaticas promovidas pelo acumulo de didxido de carbono (CO2) na atmosfera,
associada as taxas de emissdes atuais relacionadas as atividades industriais, agricolas e de
transporte prevé para 2050, concentracfes de 800 ppm de CO2 (NOAA, 2022). Mesmo o0 CO;
sendo um importante componente do processo fotossintético vegetal, o aumento da
disponibilidade pode levar a mudangas no metabolismo e desenvolvimento vegetal (PAN et al.,
2018). O aumento do carbono atmosférico, pode minimizar a necessidade de abertura
estomatica, o que pode reduzir perda de agua (transpiracdo), implicando em melhor eficiéncia
no uso da &gua por carbono assimilado (BHARGAVA; MITRA, 2021; GAMAGE et al., 2018).
Desta forma, a previsdo de uma atmosfera rica em CO2 (>800 ppm) pode ser benéfico,
principalmente em plantas de metabolismo C3, por minimizar os efeitos nocivos de fatores
estressantes, como o fechamento estomatico e acimulo iénico provocado em ambiente salino
(BHARGAVA; MITRA, 2021; NOAA, 2022). Entretanto, dados empiricos ainda sdo escassos,
até mesmo para plantas cultivadas, como a videira.

Os principais efeitos da salinidade no vegetal é o estresse osmético, toxidez ibnica e
dano oxidativo, consequéncia da diminuicdo do potencial osmético do solo e acimulo de sais
como Na*, CI,, SO4, além das espécies reativas de oxigénio no vegetal, respectivamente
(MUNNS; TESTER, 2008). A curto prazo, o vegetal induz a regulacéo estomatica (diminui¢do
da condutancia) para evitar a perda de agua, diminuindo o fluxo das trocas gasosas, o que afeta
a fixacdo do carbono (GUPTA; HUANG, 2014). De maneira paralela induz vias para elevar a
guantidade de osmolitos compativeis, como acucares e aminoacidos, reestabelecendo o
gradiente osmético solo — planta — atmosfera (MAHLOQJI et al., 2018). A continua difusdo e
concentragédo de sais especificos, via xilema para os tecidos ou celulas a longo prazo, promove
disturbios ao vegetal por interferir na homeostase e nas vias metabolicas pelo excesso de ions,
tal efeito € denominado de toxidade idnica (ZHOU-TSANG et al., 2021). Relatos de diminui¢do
da fluorescéncia da clorofila pelo aumento da concentracdo de NaCl no tecido foliar, associado
a menores taxas de transportes de elétrons no fotossistema Il (FOZOUNI; ABBASPOUR,;
DOULATI BANEH, 2012; LIANG; PENG; LIU, 2022).

Ambos 0s estresses osmotico e idnico, elevam a producdo de espécies reativas de

oxigénio (EROs), que estimulam os danos oxidativos. Seja por desvio de energia, ocorrendo na
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membrana do tilacoide ou da mitocéndria, induzido pelo desequilibrio nutricional ou falta de
redutores (NAD*, NADP™) ao final da via, desviando os elétrons na membrana para o oxigénio
livre, possibilitando o surgimento de superdxido (O2), radical hidroxila (OH") (M@LLER,;
JENSEN; HANSSON, 2007). Outra via para producdo de EROs, é no processo de regeneracdo
da Rubisco na fotorrespiracéo, que libera peréxido de hidrogénio (H20.), metabolismo bastante
atuante em baixa concentracdo de CO: intercelular, que relacionado ao fechamento dos
estdmatos em plantas sob salinidade (SOUZA et al., 2019).

A elevagdo do CO, também diminui condutincia estomatica, no entanto é devido a
moléculas sinalizadoras como o &cido abscisico e atividade de canais idnicos especificos de
Ca2* e CI, ambos envolvidos na regulacéo da turgescéncia das células guarda (BHARGAVA,;
MITRA, 2021; FAUSET et al., 2019). Em plantas C4, a relato de diminuicdo da densidade
estomatica em folhas anfiestomaticas (LIANG; PENG; LIU, 2022). Porém, a taxa a
fotossintética foi mantida ou elevada pela maior concentracéo intercelular de CO», o que garante
a eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco e na expressao de proteinas direcionadas a captacédo e
conducéo de fotons, dependente da espécie estudada (MA; BAI, 2021). Por tanto, o ambiente
rico em CO. promove o desenvolvimento vegetal induzindo osmoprotetores (agucares,
aminoécidos), modulando o sistema anatdmico, antioxidante e de equilibrio osmético
(GAMAGE et al., 2018). No entanto, estas respostas podem variar a depender da interacdo dos
fatores ambientais (sal, seca, calor e CO>), além dos componentes como concentracéo, tempo
de exposicdo e espécie/acesso (WALKER et al., 2004; SHOKAT; GROSSKINSKY; LIU,
2021; ZANDALINAS et al., 2021).

A tolerancia é demonstrada pela capacidade de sobrevivéncia e conclusdo de seu ciclo
produtivo do vegetal em ambiente adverso, mantendo o turgor celular, homeostase ionica pela
exclusdo e/ou compartimentalizacdo de ions do solo para o vacuolo impedindo a toxidade
ibnica, além de apresentar maior eficiéncia na eliminacdo das espécies reativas ao oxigénio -
EROs, protegendo o aparato fotossintético (FLOWERS; COLMER, 2015; OROSCO-
ALCALA et al., 2021). Uma forma de empregar a tolerancia ao sistema produtivo é a enxertia,
que consiste na juncdo de duas espécies ou variedades com caracteristicas desejaveis distintas
(OLLAT et al., 2016; PONGRACZ, 1983). Tais atributos podem ser tolerancia a determinada
doenca de solo ou determinado nivel de salinizacdo e o outro com qualidades comerciais de alta
demanda pelo mercado (CASTRO et al., 2015; LIU et al., 2012). Dessa forma, a utilizagdo de
porta-enxertos tolerantes a salinidade tem demonstrado uma maior capacidade de

compartimentalizar e de excluir Na* ou CI°, impedindo a toxicidade idnica na parte aérea, como
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€ o caso viticultura empregada no Semiarido (COBAN et al., 2020; LUCERO et al., 2017,
PEREZ-JIMENEZ; PEREZ-TORNERO, 2020).

A Vviticultura na regido semiarida brasileira possui expressiva competitividade no
atributo produtivo, alcancando quase o dobro da média mundial (FAO, 2018). Apesar disso, a
cultura esté propensa a altas concentracdes de sais, devido as condic¢Oes edafoclimaticas locais,
inibindo seu potencial produtivo (GUIDA-JOHNSON; ABRAHAM; CONY, 2017
NOGUEIRA et al., 2011). Desta forma, em um futuro proximo, a interposicdo desses fatores,
salinidade e elevado CO;, pode levar a alteragbes nas caracteristicas produtivas,
consequentemente, explorar os efeitos fisioldgicos e ibnicos na modulagdo da tolerancia em
plantas de videira é primordial. Diante disso, objetivo deste estudo foi avaliar os mecanismos
fisioldgicos, bioguimicos e idnicos, que podem modular a tolerancia das plantas de videira sob
salinidade e elevado CO2, uma vez que as interagdes simultaneas desses fatores estdo previstos
pelo aumento da &rea salinizada e a continua emissdo de CO2, em especial para a regido do
Semiérido.

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

O experimento foi realizado com mudas de videira (Vitis vinifera L.) variedade BRS
Nubia (Michele Palieri x Arkansas 2095), enxertada sobre o porta-enxerto IAC 572 Jales
resultante do cruzamento 101-14 MGT (Vitis Riparia x Vitis rupestris) x Vitis caribaea, pela
técnica de fenda cheia, obtidas a partir de viveiro comercial. As mudas em estagio de pos-
enxertia (60 dias ap06s enxertia) foram transferidas para vasos plastico de 5,0 L contendo areia
lavada e vermiculita (v/v), e transferidas para o ambiente controlado, cdmara de crescimento
artificial (FITOTRON — SCG — 120), irrigadas a cada dois dias com solucdo nutritiva de
Hoagland e Arnon, (1950) a meia forca. Durante o experimento as condic¢Ges climaticas da
camara foram temperatura de 30 °C dia/26 °C noite, umidade relativa de 65% dia/75% noite,
luminosidade de 350 umol de fotons m s com fotoperiodo de 12 horas. Para os tratamentos
com didxido de carbono (CO2) as plantas foram crescidas sob concentracdo de CO, ambiente
(aCO2 — 400 ppm) ou elevada (eCO2 — 800 ppm).

Ao0s 10 dias ap6s o transplante (DAT), as plantas foram divididas em dois grupos, dentro
de cada concentracdo de CO2, o grupo controle e o salino, ambos irrigados com a solucdo
nutritiva. Entretanto, o tratamento salino recebeu o incremento de 80 mM NaCl, no volume de

irrigacdo, sendo aplicado a cada dois (2) dias. Aos 22 DAT, foi realizada a uniformizacao das
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plantas, por meio da poda dos ramos. O critério de uniformizacdo foi deixar 2 a 3 ramos
principais, contendo 8 a 10 gemas por ramo, permitindo o crescimento comparativo entre as
plantas controle e sob estresse. O desenvolvimento das plantas perdurou até 80 DAT, nas
respectivas condicdes de cada tratamento, em que foi realizado coletas de dados ao final do
periodo. Além disso, ap0s as devidas coletas, foi aplicada uma Iamina de lixiviacdo de 1,5 L
por vaso, com o objetivo de examinar possiveis discrepancias na condutividade elétrica da
solucdo do substrato. A condutividade elétrica da solucéo lixiviada (CeL) foi medida, por meio

de condutivimetro de bancada os resultados foram demonstrados em dS m".

Tabela 1. Condutividade elétrica da agua lixiviada pelo substrato (CeL) ap0s aplicagdo de 1 L
de agua deionizada, ao final da conducdo do experimento de videiras enxertadas (BRS
Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade (80 mM NaCl) sob
concentracdo de CO2 ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80 dias.

CeL
[CO] NaCl (S e
0 mM 534 Bb
400 ppm 80 mM 17,51 Ba
800 orm 0 mM 14.416 Ab
PP 80 MM 39,958 Aa
CV (%) 13.89

Valores seguidos de mesmas letras maiusculas (A, B) na coluna, ndo diferem entre si para
concentracdo de didxido de carbono. Valores seguidos de mesmas letras mindsculas (a, b) na
coluna, ndo diferem entre si para o tratamento NaCl, isto pelo teste Tukey (p<0,05).

2.2.  Estratégia experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
tratamento dispostos em arranjo fatorial 2x2, duas concentracdes de NaCl (0 e 80 mM) e duas
concentracdes de CO2 (CO, ambiente — 400 ppm e CO; elevado - 800 ppm), com cinco
repeticdes por tratamento com um total de 20 parcelas experimentais. Cada parcela foi
constituida por um vaso contendo uma planta. Os dados das variaveis foram submetidos ao teste
F a 5% de probabilidade por meio de analise e as médias das variaveis foram comparadas pelo
teste de Tukey em mesmo nivel de significancia, através do software “Rstudio”. Além disso,
foi utilizada anéalise de componentes principais (PCA), no intuito de agrupar os parametros de
maior relevancia, a fim de entendimento geral das respostas estudas sob os tratamentos. Desta
forma, para a PCA foi utilizado o “XLSTAST”, versdo 2018, complemento do software

“Microsoft Excel”.

2.3. Medida crescimento e contetido de sddio, potassio e cloreto
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Ao final de 80 DAT, as plantas foram separadas em folha, caule e raiz secas estufa de
circulacdo de ar forcada, a temperatura de 55 °C, até a obtencdo de massa constante que
perdurou por cerca de trés dias. A medida comparativa de crescimento foi obtida por meio de
balanca analitica, através do acumulo de massa seca no decorrer desenvolvimento vegetal no
periodo experimental.

Para a quantificacdo de sodio (Na*), potassio (K*) e cloreto (CI), primeiramente foi
obtido o extrato aquoso do material vegetal seco, separados em folha, caule e raiz, sendo
triturado em moinho de facas com peneira de 2 mm. A extracdo foi realizada com 0,2 g de
massa seca por amostra para cada estrutura, para um volume de 30 ml de agua ultrapura e
colocados em tubos de rosca. Submetendo os tubos a banho maria [100 °C, 1 h], ap6s retirado,
esperou-se chegarem a temperatura ambiente para proceder com a filtragem. Posteriormente a
determinacdo do contelido de Na* e K*, ocorreu pela excitacdo de seus &tomos ionizaveis pela
chama, utilizando como base na curva padrdo pré-estabelecida, antes da leitura propriamente
dita, sendo expressos em pmol g* MS (VIEGAS et al., 2001). No momento das leituras em
fotdmetro de chama, se da por necessario, o extrato ser diluido para adequacdo na faixa de
amplitude do aparelho, ap6s a quantificacdo, também foi expresso a relacdo de K*/Na*.

O conteudo cloreto (CI) sucedeu por meio do método de titulacdo, como descrito por
Ferreira-Silva et al., 2008. Com 20 ml de extrato, mais indicador (1 mL) de cromato de potassio
(K2CrO4) a 5% (p/v), titulando com nitrato de prata (AgNOs, 28 mM), o resultado foi expresso
em pmol g MS.

2.4.  Determinacao das relacGes hidricas e dano de membrana

Duas folhas proximas totalmente expandidas por planta foram selecionadas para leituras
pontuais de condutancia estomatica (gs), utilizando pordmetro modelo SC-1 (DECAGON
DEVECE, USA), no periodo de 10:00 as 11:00 da manhd. Logo apds, trés folhas totalmente
desenvolvidas foram extraidas em diferentes posi¢des na planta, a partir do terceiro n6 (sentido
vertical), para determinacdo do potencial hidrico foliar (Ww), teor relativo de &gua (TRA) e dano
de membrana (DM). O Wy, foi medido por meio da cdmara de Scholander modelo 1505D-EXP
(PMS Instrument Company, USA), no horario entre 11:30 — 12:30.

O TRA foi medido, retirando cerca de 10 discos foliares, com cerca de 5 mm de
diametro, pesando em balanga analitica para determinacdo da massa fresca (MF), sendo logo
apos, imergido em 30 ml de agua destilada por 24 h, determinando a massa turgida (MT) e

posteriormente determinando a massa seca (MS), secando os discos em estufa a 55 °C por 48
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h. Desta forma, O TRA foi obtido pelo método de Weatherley (1950), relacionando CRA = [
(MF — MS) / (MT — MS) ] x 100. O dano de membrana (DM) pelo vazamento de eletrdlitos
adaptado de SCOTTI-CAMPOS, et al. (2013), retirou 10 discos foliares e imergiu em 20ml de
agua deionizada a 25 °C, que apés 24 h, a medida da condutividade elétrica (L1). Em seguida,
imposta ao banho-maria (100 °C, por 1 h), que apos o resfriamento (25 °C), ocorreu a segunda
leitura de condutividade elétrica (L2). O extravasamento de eletrélito foi estimado, por meio da
equacdo: %DM = (L1/L2) x 100.

2.5. Densidade estomatica

A quantificacdo do nimero de estdmatos foi realizada ao final dos 80 DAT, através da
aplicacdo de Cianoacrilato (CsHsNO2) na folha, apds isso, pressionando laminas de vidro
durante 30 segundos (SEGATTO et al., 2004). Apos isso, as imagens estomaticas foram obtidas
com o auxilio de microscépio optico modelo LX500 com camera digital acoplada, com lente
de 10X. Posteriormente, foi determinado a densidade estomatica (De, NUmero de

estdmatos.mm2) por meio do software “image-Pro Plus 4.5.029”.

2.6. Medidas de fluorescéncia da clorofila e conteddo de pigmentos fotossintéticos

Foi realizado as leituras de fluorescéncia com o fluorémetro portatil modelo Mini-PAM
Il (Walz GmbH, Effeltrich, Germany), em plantas pré-adaptadas ao escuro (50min), no periodo
da manhd entre 07:00 — 11:00, aos 80 DAT. Realizando curvas de densidade de fluxos de fétons
fotossintéticos (DFFF), variando de 0, 25, 45, 65, 90, 125, 190, 285, 420, 625, 820, 1150 e 1500
umol m? s, desta forma observando os pardmetros de eficiéncia quantica efetiva do PSII Y (1),
guenching nédo fotoquimico (NPQ), quenching fotoquimico (gP), taxa de transporte de elétrons
(ETR) e eficiéncia quantica méxima (Fv/Fm).

O contetdo de pigmento foliar foi realizado apds a medidas de fluorescéncia, na mesma
regido utilizada para leitura da curva de luz. Adaptando a metodologia de Lichtenthaler e
Buschmann (2001), foi pesado cerca de 0,2 g de MF de folhas de cada planta, imersas em 10
ml de alcool a 95%. Apds de cerca de 48 horas ou o tecido ficar branco, foram realizadas leituras
espectromeétricas nos comprimentos de onda 470, 664 e 648 nm. Sendo calculado contetddo de
pigmento de clorofila a (Chl a), b (Chl b), totais (Chl totais) e carotenoides (Car) pelas
seguintes equacdes: Chl a = [13,36Ae64 — 5,19A648], Chl b = [27,43Ae43 — 8,12Ae64], Chl totais
= [Chl a + Chl b] e Car = [(1000As70 — 2,13(Chl &) — 97,64(Chl b))/209], em que 0 “A” é a
absorbancia no respectivo comprimento de onda e o resulto sendo estimado para mg g MF.
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2.7.  Conteudo de carboidrato solaveis

A determinacéo colorimétrica do contetido e carboidrato soldveis ocorreu pelo método
descrito por DUBOIS et al. (1956), com base em curva padrao de glicose anidra [180 pg mL].
O extrato aquoso foi obtido por meio de 0,2 g de MS de folha, caule ou raiz para 30 ml de agua
ultrapura, submetido ao banho maria (95 °C, 1 h) em tubos rosqueados. Ao final do periodo os
tubos foram resfriados e o liquido foi filtrado, sendo utilizado o extrato para quantificagdo. O
ensaio foi realizado utilizando tubos de ensaio (13 cm de altura, 3 mm @), em que sucedeu a
adicdo de 0,5 ml de extrato, 0,5 mL de fenol a 5% e &cido sulfurico puro, depois de 10 (dez)
minutos, os tubos foram agitados em vortex para homogeneizacdo da reacdo. Em seguida,
aguardou 20 (vinte) minutos antes de realizar as leituras no espectro a 490 nm, sendo os valores

expressos em pmol g~ MS.

2.8. Conteudo de proteinas e atividade enzimatica antioxidante

O conteldo de proteinas sollveis da massa seca liofilizada (MS) foi determinado com
base no método descrito por BRADFORD (1976), através de uma curva padrdo previamente
elaborada, com concentracdes crescentes de BSA (albumina de soro bovino), sendo
determinada em mg proteina gt MS. A extragéo foi iniciada pesando-se 0,1 g de MS, sendo
maceradas e solubilizadas com 2 ml de tampé&o de extragdo contendo Tris-HCI [100 mM; pH
8], contendo glicerol [20%], Triton X100 [0,1%] e PEG [3%]. O extrato foi inserido em tubos
microtubos, identificados e passaram por centrifugacdo [10.000 g por 15 minutos]. Para as
leituras espectrométricas em 595 nm, aliquotas de 100 pL da amostra foi misturado ha 1 ml de
solucdo de Bradford, em tubos de ensaio, homogeneizado em agitador de vortex, ap6s 15
minutos as leituras foram realizadas.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada conforme Havir e Mchale (1987).
Aliquotas de 12,5 pL de extrato proteico foram adicionados a 900 puL de tampao fosfato de
potéssio [50 mM, pH 7,0, a 30 °C], mais 37,5 uL do tampao de extra¢do e acrescido 50 uL de
perdxido de hidrogénio a 300 mM, acompanhando o decaimento da absorbancia a 240 nm em
espectrofotdmetro durante 300 segundos, em intervalos de 30 seg. A atividade da enzima sera
calculada com base no coeficiente de extingdo molar de 36 mM™ cm?, a 240 nm, para o H,0>
e expressa em sua forma especifica, umol H20, g proteina min™.,

Para a determinacdo da superoxido dismutase (SOD) pelo método de Giannopolitis e
Ries (1977). Em que, 100 puL do extrato proteico foi transferido para tubos protegidos da luz

contendo 1660 pL de tampdo de ensaio contendo fosfato de potassio [S0 mM, pH 7.8],
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metionina [13 mM] e EDTA [1 mM], 200 uL de Azul de nitrotetrazélio (NBT, 1 mM). A
iniciando a reagdo pela adi¢do de 40 uL de riboflavina [1 mM] e a exposicao répida a luz, por
meio do acondicionamento em caixa de madeira com lampada [30 watts, 30 umol de fétons m”
2 511, por 6 minutos. Paralisando a reacio ao desligar a luz, protegendo os tubos com papel
laminado até a leitura em 540 nm. Sendo a atividade enzimaética estimada pela capacidade de
reducdo do NBT, equivalendo uma unidade de SOD a inibi¢éo de 50% da taxa de fotorredugéo
do NBT, expressando em U.A. g* proteina min™.

O meio de extracdo para peroxidase do ascorbato (APX), foi 0 mesmo tampédo de
extracdo proteica, com adi¢do de 0,5 mM de &cido ascérbico ao tampédo de extracdo, assim
como descrito por NAKANO e ASADA (1981). O ensaio, ocorreu com 25 pl de extrato com
900 pL da solugdo ensaio tampd&o fosfato de potassio [50 mM, pH: 6,0 e ascorbato 0,5 mM], 25
uL do tampao de extragdo e 50 puL de peroxido de hidrogénio (H202) a 20 mM. As leituras
espectrofotométricas foram realizadas em cubeta de quartzo, a uma absorbancia de 290 nm
durante 3 minutos, em intervalos de 15 segundos. Estimando através do coeficiente molar de

2,8 mM™ cm™ e os resultados expressos em nmol AsA g proteina min™.

2.9. Conteudo antioxidante, perdxido de hidrogénio e peroxidacao lipidica

As medidas de conteldo antioxidante, como ascorbato (AsA) e glutationa (GSH)
reduzidos, foi quantificado em amostras de folhas frescas (0,2 g) maceradas em almofariz na
presenca de nitrogénio liquido, seguido da solubilizagdo em 2 ml solucdo de TCA [5%],
acondicionando em microtubos para a centrifugacdo [10.000 g, 30 min a 4 °C], e posterior
aquisicdo do extrato (sobrenadante). O conteldo de ascorbato reduzido (AsA) decorreu
conforme Kampfenkel et al. (1995). Aliquotas (100 pL) do sobrenadante foram adicionadas ao
meio de reacdo com 0,3 ml de tampéo fosfato de potéassio [200 mM, pH 7,4], 100 uL de agua
destilada, 500 puL de TCA [1%], 400 pL de H3PO4 [42%], 400uL de bipiridina [4%], 200 pL
de FeCls [3%]. Apos isso, foram levados ao banho maria [42 °C, 30 min] e em seguida
sucederam as leituras no espectro ha 525 nm. O contetdo de GSH foi determinado conforme
Griffith (1980), aliquotas de 200 pL do sobrenadante foram adicionadas ao meio de reagéo
contendo 2,6 ml de tampéao fosfato de potassio [150 mM, pH 7,4] e 200 pL de DTNB (acido
5,5’ ditio-bis-nitrobenzo6ico) 6 mM em tampdo fosfato potassio [100 mM, pH 7,0]. Os tubos
foram levados ao banho maria [30 °C, 10 min] e em seguida realizadas leituras a 412 nm. Ao
final, os dados de AsA e GSH serdo estimados com base em curva padréo e expresso em pmol
gl MF.
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O conteudo de peroxido de hidrogénio, foi adaptado de Velikova, et al. (2000), a
quantificacdo do teor perdxido de hidrogénio (H202) o extrato utilizado foi 0 mesmo do AsA.
No ensaio, 500 pL do sobrenadante foi adicionado ao meio de reacdo contendo 500 pL de
tampédo de fosfato de potéssio [100 mM, pH 7,0] e 1000 pL iodeto de potassio [1 M]. A
absorbancia ocorreu em leituras de 390 nm, com o teor de H2O> estimado com base em curva
padrdo, sendo expresso em mmol g- MF. Ja a peroxidacdo lipidica sucedeu pelo contetdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), descrito por Heath e Packer (1968),
utilizando o mesmo extrato de AsA. Para o ensaio, 500 uL de extrato foram adicionadas em 2
ml de solucdo de reagdo contendo TCA [20%] e &cido tiobarbitarico [0,5%], em tubos de rosca.
As solucgdes ensaio foram aquecidas em banho maria [95 °C, 1 h], e apds imposta em banho de
gelo para paralisacdo da reacdo. As leituras ocorram em dois comprimentos de onda (532 e 600
nm), obtendo os valores de absorbancia para cada repeticdo. O coeficiente de extingdo molar
[155 mMt cm™] foi utilizado para a determinagéo da atividade do complexo TBARS - MDA,
que posteriormente foi expresso os resultados na base de nmol gt MF.

3. RESULTADOS
3.1.  Crescimento e homeostase i6nica em videiras

As plantas demonstraram crescimento diferencial ap6s periodo de exposicdo aos
tratamentos, para 0 acimulo de matéria seca em todos os 6rgdos e na razdo parte aérea/raiz
(Tabela 1). A matéria seca de folha foi o principal parametro afetado sob atmosfera de 800 ppm
de dioxido de carbono (eCO>), aumentando em 35,5% ou 135% sob salinidade, o que elevou a
relacdo parte aérea/raiz (Tabela 2). Porém, sob efeito 400 ppm de diéxido de carbono e irrigacéo
salina, as plantas demonstraram atraso na eclosdo das gemas, além de sintomas de perda de
turgor celular, apresentados na forma de murcha foliar. Ja a salinidade repercutiu de maneira
geral, diminuindo em 61%, 38% e 48% para folha, caule e raiz, respectivamente, porém este

reflexo ndo teve influéncia na relacéo parte aérea/raiz (Tabela 2).
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Tabela 2. Massa seca (MS) nos diferentes érgaos de videiras enxertadas (BRS Nubia/IAC 572)
cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade (80 mM NaCl) sob concentracdo de
CO, ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80 dias.

[CO3] NaCl Folha Caule Raiz Parte a.érea/
(9) Raiz
400 ppm 0mM 8,94 Ba 12,18 Aa 8,79 Aa 2,49 Ba
80 mM 2,32 Bb 7,66 Ab 3,89 Ab 2,64 Ba
800 ppm 0mM 11,44 Aa 13,25 Aa 7,92 Aa 3,32 Aa
80 mM 5,56 Ab 9,34 Ab 4,74 Ab 3,27 Aa
CV (%) 9,89 17,49 14,18 10,63

Valores seguidos de mesmas letras maiusculas (A, B) na coluna, ndo diferem entre si para
concentracdo de didxido de carbono. Valores seguidos de mesmas letras mindsculas (a, b) na
coluna, ndo diferem entre si para o tratamento NaCl, isto pelo teste Tukey (p<0,05).

De maneira geral, as plantas inibiram a translocacdo de Na* para as folhas, mantendo
concentracdes duas vezes maior no caule e raiz, em ambas concentracfes de CO; (Tabela 3). O
enriquecimento com CO3 diminuiu o acumulo de sodio em 38,2% nas folhas, sob salinidade
(Tabela 3). Entretanto, a concentracdo de Na*em caule e raiz, aumentou em 23 e 35% em
relacdo a atmosfera ambiente (400 ppm CO>), respectivamente (Tabela 3). A irrigacdo salina
promoveu o incremento significativo do Na* em todas as partes do vegetal elevando em média

5,14 vezes, quando comparado com a auséncia de NaCl (Tabela 3).

Tabela 3. Contetdo de sédio (Na*) nos diferentes 6rgdos de videiras enxertadas (BRS
Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade (80 mM NaCl) sob
concentracdo de CO, ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80 dias.

(CO3] NaCl Folha Caule Raiz
? (umol gt MS)
0 mM 40,21 Ab 75,61 Ab 151,12 Ab
400 ppm
80 mM 261,73 Aa 343,95 Ba 463,89 Ba
0mM 34,14 Ab 81,34 Ab 92,92 Bb
800 ppm
80 mM 161,75 Ba 425,04 Aa 628,06 Aa
CV (%) 17,11 10,06 17,8

Valores seguidos de mesmas letras maiusculas (A, B) na linha, ndo diferem entre si para
concentracdo de dioxido de carbono. Valores seguidos de mesmas letras mindsculas (a, b) na
linha, ndo diferem entre si para o tratamento NaCl, isto pelo teste Tukey p<0,05.

O eCO: promoveu o aumento no contetdo de K* na auséncia ou presenca de NaCl
comparados nos parametros de folha, caule e raiz, exceto em folha sob 80 mM NaCl que nédo
foi considerado significativa (Tabela 4). A exemplo, dentro do nivel salino de 80 mM NaCl
para caule houve uma adicdo de 56,28% de K* (Tabela 4). A salinidade reduziu

aproximadamente 50% a concentracdo de potassio para caule e raiz, aumentando em folha em
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25% em aCO (400 ppm) sob salinidade, quando comparado ao seu controle (0 mM NacCl), ver
Tabela 4.

Tabela 4. Contelido de potassio (K*) 6rgdos de folha, caule e raiz de videiras enxertadas (BRS
Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade (80 mM NaCl) sob
concentragdo de CO. ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80 dias.

Folha Caule Raiz
[CO2] NaCl (umol g MS)
400 ppm 0 mM 826,03 Bb 712,12 Ba 632,22 Ba
80 mM 1034,11 Aa 312,69 Bb 297,04 Bb
800 ppm 0mM 1018,14 Aa 795,24 Aa 722,40 Aa
80 mM 986,87 Aa 488,66 Ab 405,33 Ab
CV (%) 5,65 7,81 5,12

Valores seguidos de mesmas letras maitisculas (A, B) na coluna, ndo diferem entre si para
concentragdo de dioxido de carbono. Valores seguidos de mesmas letras minusculas (a, b) na
coluna, ndo diferem entre si para o tratamento NaCl, isto pelo teste Tukey (p<0,05).

A interacdo dos fatores na razdo K*/Na* em folha e raiz expressou aumento de 39,62%
a 94,93%, apenas com a elevacdo do CO: (Tabela 5). No entanto, o incremento NaCl na
irrigacdo causou uma contracdo na relacdo idnica em todas as estruturas vegetais estudas
(Tabela 5). Ao analisar os niveis de sais dentro de cada atmosfera de CO3, a reducdo na folha
variou de 5,38 a 4,84, no caule em torno de 9 e na raiz 6,47 a 12,39 vezes a razdo K*/Na* em
aCO; e eCOo, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Razdo potassio/sadio (K*/Na*) em diferentes drgaos de folha, raiz e caule de videiras
enxertadas (BRS Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade
(80 mM NacCl) sob concentragdo de CO2 ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80
dias.

[CO2] NaCl Folha Caule Raiz
400 ppm 0 mM 21,43 Ba 9,44 Aa 4,14 Ba
80 mM 3,98 Ab 0,91 Ab 0,64 Ab
800 ppm 0 mM 29,92 Aa 9,95 Aa 8,07 Aa
80 mM 6,18 Ab 1,15 Ab 0,65 Ab

CV (%) 17,25 5,12 24,22

Valores seguidos de mesmas letras maitsculas (A, B) na coluna, ndo diferem entre si para
concentracdo de didxido de carbono. Valores seguidos de mesmas letras minusculas (a, b) na
coluna, ndo diferem entre si para o tratamento NaCl, isto pelo teste Tukey (p<0,05).

Em relagéo ao contetdo de cloreto, que apresentou sob eCO2 a 80 mM NaCl houve uma
diminuicdo de 30,68% na folha (Tabela 6). O inverso ocorreu para caule e raiz, em que ambos
elevaram 100 e 18% da concentracdo comparando com aCO2 a mesmo nivel de salinidade

(Tabela 6). A elevacdo do nivel de NaCl na irrigacdo repercutiu no incremento de cloreto,
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multiplicando em média 6,08, 2,87 e 2,19 vezes na ordem de folha, caule e raiz, para qualquer
nivel de CO> aplicado (Tabela 6).

Tabela 6. Contetdo de cloreto (CI) nos diferentes orgaos folha, caule e raiz de videiras
enxertadas (BRS Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade
(80 mM NacCl) sob concentragdo de CO2 ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80
dias.

Folha Caule Raiz
[CO2] NaCl (umol g MS)
400 ppm 0mM 206,51 Ab 107,80 Ab 228,40 Ab
80 mM 1107,83 Aa 195,62 Ba 382,84 Ba
800 ppm 0mM 112,72 Ab 102,38 Ab 168,32 Bb
80 mM 767,88 Ba 401,72 Aa 455,35 Aa
CV (%) 13,46 12,31 10,03

Valores seguidos de mesmas letras mailsculas (A, B) na linha, ndo diferem entre si para
concentracdo de didxido de carbono. Valores seguidos de mesmas letras mindsculas (a, b) na
linha, ndo diferem entre si para o tratamento NaCl, isto pelo teste Tukey p<0,05

3.2. Relagbes hidricas e dano de membrana

A irrigacdo salina gerou discrepancias entre os tratamentos, apresentando em média 2,49
a 3,03 vezes mais condutividade elétrica na solucéo lixiviada do substrato ao final dos 80DAT
de irrigagéo, quando comparamos o0 eCO2/aCO: e entre 0s niveis sal, respectivamente (Tabela
1). O que repercutiu na diminuicdo acentuada de 2 vezes o potencial hidrico foliar préximo ao
meio dia (Ww) e teor relativo de 4gua (TRA) em cerca de 8%, no nivel de 80mM NaCl (Figura
3A, B). J4 a gs, foi limitada reduzindo em cerca de 26,62% com o incremento de CO., sendo
agravado pela imposicdo salina, inibida em 36,9% (Figura 3C). Porém, o decaimento da gs
provocado pelo NaCl em 400 ppm de CO: foi em torno de 62,53% (Figura 3C). A utilizagdo de
800 ppm de CO- elevou percentual de dano celular, principalmente a 80mM de NaCl que
danificou em média 10% a mais, quando comparado dentro do tratamento de eCO2 e no mesmo
nivel salino (Figura 3D).
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Figura 3. Medidas de Potencial hidrico foliar ao meio dia (Ww), Teor relativo de agua (TRA),
Conduténcia estomatica (gs) e Dano de Membrana (DM) em mudas de videiras enxertadas
(BRS Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle — S0) e presenca de salinidade (80 mM
NaCl — S80) sob concentracdo de CO, ambiente (400 ppm — aCO-) ou elevado (800 ppm —
eCO») durante 80 dias. Valores seguidos de mesmas letras maiusculas (A, B) na barra de mesma
cor, ndo diferem entre si para concentracao de dioxido de carbono. Valores seguidos de mesmas
letras minusculas (a, b) no grupo de barras, ndo diferem entre si para o tratamento NaCl, isto
pelo teste Tukey p<0,05.

Apobs analisar a regido adaxial, destacamos que ndo foi detectado estdbmatos na
superficie superior das folhas de videira. Desta forma, foi analisado apenas a face inferior do
limbo foliar (abaxial), que apds a aplicacdo de eCO2, mostrou uma diminui¢o de cerca 3 vezes
quando comparado a 400ppm de CO2 (Figura 4). Além disso, quando submetido ao tratamento
salino e eCO,, apresentou aumento o numero de estdmatos em cerca de 65%, quando

comparado ao eCO; exclusivo (Tabela 7).
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Figura 4. Imagens representativas de microscéopio optico do nimero de estbmatos ao final de
80 DAT de idade das videiras enxertadas (BRS Nubia/lAC 572) cultivadas na auséncia
(controle) e presenca de salinidade (80 mM NaCl) sob concentracdo de CO, ambiente (400
ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80 dias.

Tabela 7. Densidade estomatica realizado em mudas de videiras enxertadas (Nubia / IAC 572)
cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade (80 mM NaCl) sob concentracdo de
CO, ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80 dias

[CO.] NaCl De (N° est. mm™)
400 ppm 0 mM 65,89 Aa
80 mM 66,49 Aa
800 ppm 0mM 21,81 Bb
80 mM 35,99 Ba
CV (%) 12,78

Valores seguidos de mesmas letras mailsculas (A, B) na linha, ndo diferem entre si para
concentracdo de didxido de carbono. Valores seguidos de mesmas letras mindsculas (a, b) na
linha, ndo diferem entre si para o tratamento NaCl, isto pelo teste Tukey p<0,05.

3.3.  Fluorescéncia da clorofila e contetdo de pigmentos fotossintéticos
Diante do aumento da densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativo, a elevacéo
do dioxido de carbono induziu o maior direcionamento de energia, retornando a niveis proximos
ao aCO, apenas quando submetido a estresse salino (Figura 5). Ao isolar um ponto de luz
especifico nas variaveis de gP, ETR e Y(I1), como 0 620 umol fétons m2 s-, que equivale ao
dobro do PAR existente na camara de crescimento, demonstrou uma diferenca em média de 2
vezes maior entre eCO2 e 0 aCO; (Figura 5A, B e D). J& quando submetido a interacdo de eCO>
e 80mM de cloreto de sddio, foi reduzido a valores semelhantes ao aCO: (Figura 5A, B e D).
A Unica resposta em que 0 eCO2 demonstrou valores baixos foi 0 NPQ, que possui correlacdo
inversa ao gP (Figura 5C).
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Figura 5. Analise da modulacdo do quenching fotoquimico (qP, A), taxa de transporte de
elétrons (ETR, B), quenching nao-fotoquimico (NPQ, C) e eficiéncias quéantica atual do PSII
(Y (I1), D) em resposta ao aumento da densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (PAR) e
eficiéncia quantica méaxima (Fv/Fm) em mudas de videiras enxertadas (Nubia / IAC 572)
cultivadas na auséncia (controle — SQ0) e presenca de salinidade (80 mM NaCl — S80) sob
concentragdo de CO2 ambiente (400 ppm — aCOz) ou elevado (800 ppm — eCO,) durante 80
dias.

A modulacédo dos pigmentos fotossintéticos ativos foram divergentes, a clorofila a (Chl
a) e totais (Chl totais) foram as Unicas induzidas, em cerca de 2 vezes pela elevagdo CO2 sem
a presenca do sal, bem como no efeito isolado, elevando em mesma magnitude a razdo clorofilas
a/b (Chl a/b), ver Tabela 8. Quando analisado 0 aumento do CO; e sal podemos ver uma redugéo
de 25,82% e 40,43% nos contetidos de Chl totais e carotenoides (Car) (Tabela 8). A imposi¢édo
salina em CO2a400 ppm, demonstrou aumento médio de 2 vezes para Chl a, Chl b e totais, no
entanto, ao comparar a contribuicdo do NaCl em 800 ppm de CO: houve reducdo Chl a
(12,23%) e Car (29,22%) (Tabela 8).
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Tabela 8. Variagdo do contetido de pigmentos fotossintéticos em mudas de videiras enxertadas
(BRS Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade (80 mM NaCl)
sob concentragdo de CO» ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80 dias.

Chl a Chlb Chl totais Car
[CO2] NaCl (mg g% MF) Chl a/b
400 ppm 0mM 0,328Bb 0,217Ab 0,474Bb 0,163Aa 1,451 Ba
80 mM 0,528Aa 0,408Aa 0,937Aa 0,183Aa 1,301 Ba
800 ppm 0mM 0,646Aa 0,170Ba 0,816Aa 0,154Aa 3,903 Aa
80 mM 0,567Ab 0,140Ba 0,695Ba 0,109Bb 4,208 Aa
CV (%) 11,3 18,02 15,09 15,05 20,46

Valores seguidos de mesmas letras maiusculas (A, B) na coluna, ndo diferem entre si para
concentragdo de dioxido de carbono. Valores seguidos de mesmas letras minusculas (a, b) na
coluna, ndo diferem entre si para o tratamento NaCl, isto pelo teste Tukey (p<0,05).

3.4. Osmolitos compativeis e sistema antioxidantes

Quando avaliado o teor de acgucares soluveis, fica claro que a dindmica de concentracao
foi dependente da estrutura vegetal avaliada (folha, caule ou raiz) e o nivel atmosférico de
diéxido de carbono aplicado. Desta forma, folhas e raiz ao elevar o dioxido de carbono tiveram
acumulo médio em torno de 47,24 e 58,33%, respectivamente (Tabela 9). Ja o caule, reduziu
em média 16,82% o contetdo de carboidratos solUveis quando comparamos os niveis de CO>
(Tabela 9).

Tabela 9. Concentracédo de carboidrato de folha, caule e raiz de videiras enxertadas (Nubia/lIAC
572) cultivadas na auséncia (controle) e presenca de salinidade (80 mM NaCl) sob concentracéo
de CO, ambiente (400 ppm) ou elevado (800 ppm) durante 80 dias.

Folha Caule Raiz
[CO] NaCl -
(umol g* MS)
00oom  00MM 516,28 Ba 226.06 Aa 140,52 Ba
PP 80 mM 508,82 Ba 207,92 Aa 128,36 Ba
omMm 77757 Aa 18734 Ba 226.52 Aa
800 ppm

80 mM 74513 Aa 175,00 Ba 201,25 Aa

CV (%) 10.85 10,58 16,05

Valores seguidos de mesmas letras mailsculas (A, B) na linha, ndo diferem entre si para
concentragdo de dioxido de carbono. Valores seguidos de mesmas letras mindsculas (a, b) na
linha, ndo diferem entre si para o tratamento NaCl, isto pelo teste Tukey p<0,05.

Sob salinidade, o conteddo antioxidante foi modulado independente da aplicacdo de 800
ppm de COg, exceto para glutationa reduzida (GSH) dentro do nivel de eCO2 (Figura 6A e B).
O contetido de GSH diminuiu em torno de 17,65% e 29,02% quando comparado dentro dos
niveis de salinidade (auséncia e presenca salina), ver Figura 6A. Apresentando aumento de

28,57% quando aplicado 80 mM NaCl em aCO. (Figura 6.A). Ao examinar a concentracao de
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ascorbato reduzido (AsA) no tecido vegetal, evidencia que independentemente do nivel de
dioxido de carbono aplicado, a aplicacdo de sal elevou em cerca de 22,82% (Figura 6B).

Em relacdo espécies reativas de oxigénio (EROSs), o perdxido de hidrogénio no tecido
demonstrou, dentro do tratamento salino, um aumento de 18,95 a 48,68% para aCO; e eCO,
respectivamente. Em média, o incremento da NaCl exibiu queda de 53,09% em ambos os niveis
de CO2 no conteudo de H20. (Figura 6C). Entretanto, o teor de peroxidagdo lipidica ndo

demonstrou efeito significativo (p<0,05), ver Figura 6D.
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Figura 6. Conteudo de Glutationa reduzida (GSH, A), Ascorbato reduzido (AsA, B), perdxido
de hidrogénio (H2O2, C) e peroxidacdo lipidica (TBARS, D) em mudas de videiras enxertadas
(BRS Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (controle — S0) e presenca de salinidade (80 mM
NaCl — S80) sob concentracdo de CO, ambiente (400 ppm — aCO3) ou elevado (800 ppm —
eCO>) durante 80 dias. VValores seguidos de mesmas letras maiusculas (A, B) na barra de mesma
cor, ndo diferem entre si para concentracao de dioxido de carbono. Valores seguidos de mesmas
letras minasculas (a, b) no grupo de barras, ndo diferem entre si para o tratamento NaCl, isto
pelo teste Tukey p<0,05.

De maneira geral, a imposi¢do salina em conjunto com o aumento de CO: induziu
alteracbes na constituicdo de proteinas e atividade antioxidante de enzimas (Figura 7). A

imposicdo salina ndo surtiu efeito sob o conteudo de proteinas sollveis em concentragdes
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ambientes de didxido de carbono (Figura 7A). A elevagdo do CO; atmosférico a 800 ppm,
demonstrou afetar a quantidade de proteinas apenas sob interacdo com a salinidade mais severa
(80mM NaCl), aumentando em média 2,7 vezes em comparacdo ao eCO ou na salinidade
isolada sob aCO: (Figura 7A).

Ao analisar as atividades enzimaticas responsaveis pela eliminacdo de EROs, as
enzimas catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) aumentaram suas atividades sob 800
ppm de CO2em 32,77% e 15,71% quando comparado ao aCO> (Figura 7B e C). Dentro do nivel
de 80 mM NaCl ao comparar com eCO> sob sal, houve uma redugdo de 37,02%, 61,45% e
27,81% para CAT, SOD e APX, respectivamente (Figura 7B, C e D). Além disso, a aplicacéo
conjunta dos fatores 80 mM NaCl e 800 ppm CO: ocasionou a inibi¢do das atividades
enziméticas da CAT, SOD e APX, em cerca de 57,63%, 61,81% e 20,41%, simultaneamente,

em relacdo apenas a atmosfera enriquecida CO; (Figura 7B, C e D).
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Figura 7. Conteudo de proteina soltveis (A) e atividade especifica de enzimas antioxidantes,
como Catalase (CAT, B), Superoxido dismutase (SOD, C) e Peroxidase do ascorbato (APX, D)
em mudas de videiras enxertadas (BRS Nubia/IAC 572) cultivadas na auséncia (0 mM NaCl)
e presenca de salinidade (80 mM NacCl) sob concentracdo de CO. ambiente (400 ppm —aCOy)
ou elevado (800 ppm — eCO>) durante 80 dias. Valores seguidos de mesmas letras maiusculas
(A, B) na barra de mesma cor, ndo diferem entre si para concentracdo de didxido de carbono.
Valores seguidos de mesmas letras minusculas (a, b) no grupo de barras, ndo diferem entre si
para o tratamento NaCl, isto pelo teste Tukey p<0,05.
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3.5.  Analise de componentes principais (PCA)

RelacBes entre os pardmetros alométricos, morfofisioldgicos e bioquimicos foram
identificados através dos agrupamentos formados pela analise de componentes principais
(PCA). Com isso, verifica-se que dois primeiros componentes (PC1(56%) e PC2(31%))
explicam cumulativamente 87% da variancia (Figura 8). As PCs demonstraram uma aparente
separacdao entre os tratamentos observados, o que sugeri efeitos distintos ao aplicar sob mudas
de videira NaCl e/ou CO.. Isto caracterizou os vetores dentro da PC1, em que teve grande
interacdo (carga > 0,8), em resposta ao eCO> os parametros de biomassa (MS foliar, caule e
raiz) com correlagdes positivas para 0 acimulo i6nico (K* no caule, raiz e razdo K*/Na"), as
respostas do sistema antioxidante (APX, CAT e H.0y), nas relacdes hidricas (gs, Pw) e
fotoquimicas (gP, Y(I1), ETR), possuindo também interagdes negativas no acimulo NaCl (Na*
e CI) e AsA no tecido (Figura 8). J& na PC2 (carga>0,8), podemos destacar os marcadores de
resposta a adaptacdo ao ambiente pelo vegetal, como a razdo de alocacdo de biomassa (parte
aérealraiz) possuindo interacdo positivamente com as variaveis bioquimicas (Chl a/b,
carboidratos na folha e raiz) e negativamente com as morfofisioldgicas (De, GSH, NPQ, Chl b
e carboidrato no caule).
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Figura 8. Analise de componentes principais (PCA) em biplot para os pardmetros de biomassa,
relacBes hidricas e bioguimicos avaliados em mudas de videiras enxertadas (BRS Nubia/IAC
572) cultivadas na auséncia (aC0O.-S0, quadrado azul (PC2) e eC0O,-S0, quadrado vermelho
(PC1)) e presenca (aC0O2-S80, quadrado vermelho (PC1) e eC0O2-S80, quadrado azul (PC2)) de
salinidade durante 80 dias. O painel (A) mostra a distribuicdo dos escores, e o painel (B) mostra
as cargas (peso) de cada fator, na PCA de ordenacdo. As variaveis em circulo aberto e preto
pertencem a PC3. As variaveis em circulo aberto e preto pertencem a PC3. Abreviacfes: AsA,
Conteldo de ascorbato reduzido; Carb_f, Contetdo de carboidrato na folha; Carb_c, Contetido
de carboidrato no caule; Carb_r, Contetdo de carboidrato na raiz; Cl_f, Contetdo de cloreto na
folha; Cl_c, Contetdo de cloreto no caule; Cl_r, Contetdo de cloreto na raiz; De, Densidade
estomatica; DM, Dano de membrana; K_f, Contetido de potéassio na folha; K_c, Contetdo de
potassio no caule; K_r, Contetdo de potassio na raiz; Na_f, Contetdo de sodio na folha; Na_c,
Conteldo de sodio no caule; Na_r, Contetido de sédio na raiz.

4. DISCUSSAO

No futuro, devido aos cendrios previstos para 0 aumento das areas salinas em conjunto
com mudancas climaticas, prevé mudancas na producao e manejo do vegetal, principalmente
em plantas de metabolismo C3. Os resultados no presente trabalho com mudas de videira,
corroboram com estas previsdes, ja que, sob enriquecimento CO2 demonstraram maior
desenvolvimento, aprimorando a alocacdo de ions (Na*, K* e CI") nas estruturas, o que manteve
as relac6es hidricas mesmo sob salinidade (Tabela 2, 3, 4, 6 e Figura 3A). Além disso, o dioxido
de carbono modulou processos morfofisioldgicos como densidade estomatica, e 0s sistemas
antioxidantes e osmoprotetivos que beneficiaram a protecéo celular mesmo com a elevacéo da
concentracdo de sais no solo (Figura 4, 6 e Tabela 7, 9).

O enriquecimento com CO> induziu a maior acimulo de MS em folhas de videira, o que
possibilitou uma maior area fotossintética, ou seja, maior fonte de energia para o
desenvolvimento vegetal (KAISER et al., 2017). O maior acimulo de biomassa, também esta
relacionado a disponibilidade de CO; intercelular, que leva a maior assimilagdo de carbono,
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causado pela diminuicdo do processo oxigenase, ocasionado por meio da substituicdo do
carbono pelo oxigénio no sitio ativo da Rubisco (CURTIS; WANG, 1998). O que ndo é visto
pelo aumento exclusivo da salinidade, que limita o crescimento do tecido de maneira
generalizada, por afetar a regulacdo osmotica no meio apoplasto e simplasto, gerando perda de
turgor celular, o que impedi parcialmente a expansao de novas células (ZHU, 2001). Efeito que
pode ser correlacionado ao periodo mais longo na formagdo de novas brotagdes ou expansdo
lateral, observado no experimento, apesar de ndo medido diretamente (MUNNS; TESTER,
2008).

O melhor desenvolvimento em eCO> pode estar interligado com o menor acumulo de
fons toxicos (Na* e CI") e a manutencdo das taxas de potassio nas folhas, mesmo em alta
salinidade (Tabela 3, 4 e 6). A folha é a estrutura de maior atividade metabdlica, responsavel
por produzir energia para sobrevivéncia e crescimento do vegetal, junto com os tecidos
meristematicos, precursores de novos tecidos, sdo 0s locais mais sensiveis a citotoxicidade
(BAGDI et al., 2022; CHINNUSAMY; JAGENDORF; ZHU, 2005). Desta forma, a realocacéo
de elementos minerais indesejados para caule e raizes, pode assegurar o desenvolvimento da
videira (VILA et al., 2016). O acumulo nas raizes evita o transporte e armazenamento nos
tecidos mais ativos, o que pode ser um dos efeitos benéficos do incremento do COo, realidade
encontrada aqui, e em outros estudos com porta-enxertos de videiras tolerantes a salinidade
(CAVAGNARO et al., 2006; FU et al., 2019; WALKER et al., 2004). Ja que segundo LOPEZ-
AGUILAR et al. (2003), a exclusdo sais do tecido na parte aérea, € uma estratégia primordial
para espécies glicofitas, possam sobreviver a elevada concentracdo de Na*, Cl ou SOy

Sob salinidade, a absor¢cdo de K* diminui, uma vez que as vias de transporte sao
mediadas pelo gradiente eletroquimico e similaridade eletroquimica. No entanto,
transportadores antiporte (Na*/H*) de alta afinidade, como familia HKT, promovem o efluxo
do xilema, o0 que pode mitigar a concentracdo de sodio na solucdo antes que chegue a parte
aérea (BYRT et al., 2014; HENDERSON et al., 2018). No presente estudo, o contetdo de K*
na folha ndo foi afetado, mesmo sob elevada salinidade, sendo justificado pelo processo de
efluxo de Na* e canais de alta afinidade (Tabela 4). Corroborado pelo fato da alocagdo de Na*
na planta sob salinidade esta localizado no caule e raiz, independente da pressdo atmosférica de
CO- (Tabela 3).

A compartimentalizacdo ibnica no vacuolo celular € outra estratégia, que permite evitar
a competicao idnica por sitios de ligacdo importantes no metabolismo celular, a exemplo do K*
e Na* (MUNNS; GILLIHAM, 2015). A baixa razdo de concentragcdo K*/Na*, pode nos levar a
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indicativos de perda de funcionalidade osmorregulatdria celular, dependentes do potassio, pela
substituicdo do Na*, além de interferir em reacGes bioquimicas e interages covalentes existente
na célula, o que inibe o crescimento (RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2014). No entanto,
ao observar a contracdo na razdes K*/Na*, sob salinidade, o que pode ser justificado com
compartimentalizacdo de Na*, por meio de influxo ativo para o vactolo, promovendo a
manutencdo do turgor celular (MARTIN et al., 2020; MOHAMMADKHANI; ABBASPOUR,
2018). Mesmo com a baixa relacdo K*/Na*, ao submeter as mudas a NaCl em conjunto com o
eCO», obteve um incremento substancial da biomassa seca, 0 que pode ter correlagdo com
inducdo de canais de compartimentalizacéo para o vacuolo nas folhas (Tabela 5). Além disso,
os valores da relacdo K*/Na* permaneceram acima de 1, na folha e no caule, exemplificando a
importancia da eficiéncia radicular na filtragem dos elementos essenciais na solucdo do solo
(NIKOLAOU et al., 2021).

Na Tabela 6, observa-se que a salinidade promoveu o acumulo de CI" nas folhas de
videira, mais expressivo que o Na*, o que pode inferir em uma maior sensibilidade da espécie
ao aumento da concentracdo de cloreto no solo. Esse efeito que foi minimizado pela eCO2, pode
ter sido induzido pelo menor fluxo das trocas gasosas, como pela condutancia estomatica
(Figura 3.C). Outra correlagdo pode ser por alteracdes na codificacdo e expressdo de canais de
transportadores especificos de exclusdo do CI° da parte aérea (DEL AMOR, 2013;
HENDERSON et al., 2014; LI; TESTER; GILLIHAM, 2017).

A continua irrigacdo com NaCl provocou discrepancias na condutividade elétrica na
agua de drenagem (CeL), principalmente entre os niveis salinos (Tabela 1). Relatos de
mortalidade devido a elevacdo condutividade elétrica da solucdo do solo (Ce) em videira, sdo
evidenciados por SHANI; BEN-GAL, (2005) que partir de 1,65 a 2,1 dS m™ nas variedades
Chardonnay e Shiraz/Syrah (baixa seletividade a sais) com 10 anos de exposi¢do, ou de alta
seletividade estudadas por SUAREZ et al. (2019) a V. vinifera cultivar Sugraone enxertada em
Ramsay (3,5 dS m’) e 140 Ruggeri enxertado em Rupestris St George (3,7 dS m’) apresentaram
morte do vegetal. No presente experimento houve registro de morte, apenas no aCO sob
80mM de NaCl, o que controverso, ja que a CeL do eCO; atingiu valores extremos quando
comparando ao aCO> ou aos trabalhos anteriores (Tabela 1).

A elevacdo da concentracdo de sais na zona radicular causa a diminui¢do do potencial
osmotico no solo, 0 que acarreta uma correlagdo inversa com o incremento de solutos. O
primeiro estresse induzido pelo sal é o osmotico, pois interfere no fluxo da solucéo do solo para

absorcdo pelas raizes até chegar as folhas, via xilema (LO’AY; EL-EZZ, 2021). Para o reajuste
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do gradiente osmotico é cometido por meio incremento de substancias osmoticas como
aminoacidos, acucares e ions, que sdo substancias geralmente de baixo peso molecular (LIANG
etal., 2018; LUCERO et al., 2017). Isto, justifica o0 menor potencial hidrico ao meio dia para o
eCO2 a 80 mM NaCl entre os tratamentos aplicados, na tentativa de manter o turgor celular e o
gradiente osmético solo —planta (Figura 3.A, B). O influxo ativo de Na* para vacuolo celular
pode ajudar na regulagdo osmética, permitindo o desenvolvimento em meio salino (MARTIN
etal., 2020). Além disso, sob atmosfera enriquecida de COy, efeitos de acimulo de aminoacidos
(treonina, serina) em tomates sob salinidade, e acUcares como osmdticos compativel,
aumentando o TRA no tecido foliar em eCO, (BHARGAVA; MITRA, 2021; ZHANG et al.,
2020).

A condutancia estomatica (gs) muitas vezes é limitada pela diferenca osmdtica,
promovidos pela seca ou salinidade, principalmente para evitar a perda de agua. Sendo regulado
continuamente pela pressdo de turgor das células-guarda, que proporciona as trocas gasosas do
vegetal pelo ostiolo (abertura entre as células-guarda). O eCO2> modifica os canais de fluxo
idnico de K*, ocasionando a despolarizacdo das células, que equilibra novamente por meio do
Cl- e Ca?* (GAMAGE et al., 2018). Devido ao desequilibrio eletroquimico ocorre a saida do
CI, que por sua vez induz a entrada do Ca®* fechando parcialmente o ostiolo, limitando a gs
(WEBB et al., 1996). Assim como, demonstrado em ambiente tropical, com mudas de
Alchornea glandulosa e Shorea platycarpa F. Heim, por FAUSET et al. (2019) e NOR
LAILATUL WAHIDAH et al., (2017), as videira enxertada (BRS Nubia/lAC 572) aqui
estudadas obteve efeito sinérgico entre os fatores, eCO; e irrigacdo salina (Figura 3C).

Outro fator inerente a condutancia estomatica € a quantidade de estdbmatos presente no
limbo foliar, desta forma, sob eCO> a densidade estomética diminuiu bruscamente, 0s meios
de sinalizacao precursores de tal efeito sdo desconhecidos (GAMAGE et al., 2018). No entanto,
alguns genes, como HIC (High Carbon Dioxide), SDD1 que codificam a 3-ceto acil coenzima
A sintase e subtilisina serina protease estdo sendo estudados em Arabidopsis thaliana e milho
como moléculas sinalizadoras na formacdo de células estomaticas (CASSON; GRAY, 2008;
KIM et al., 2006). Desta forma, o presente trabalho demonstrou reducgéo abrupta da densidade
estomaticas em folhas desenvolvidas sob eCO; (Tabela 7).

A integridade de membrana celular € uma medida que expressa o percentual de danos
provocado por determinado estresse como salinidade, seca ou calor (COLLA et al., 2012;
FAHIM et al., 2022; MAHLOOQJI et al., 2018). Por isso, a exposicdo a condi¢bes extremas,

tendem a elevar a liberacéo de eletrolitos, em resposta a peroxidacdo das membranas celulares
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devido ao aumento de EROs (ASKRI et al., 2017). O que esclarece que a elevagao da CeL no
eCO: irrigado com NaCl provoca danos significativos a membrana lipidica foliar, além de
reducdo no TRA, mesmo possuindo maior acimulo de massa seca quando comparado ao aCO
sob salinidade (Figura 3D e B).

A modulacdo fotoquimica mediado pelos fatores (CO- e salinidade) e a melhoria na
eficiéncia de translocacdo de elétrons no fotossistema Il (PSII) sdo visiveis sob eCO- (Figura
5). Tais fatores podem ser atrelados a mudanca na conformacéo, constitui¢cdo dos pigmentos e
tamanho do complexo coletor de luz (LHCII) PSII, ja que mudancas significativas ocorreram
no contetudo das clorofilas, o que elevou a Chl a e Chl totais e diminuiu a Chl b, com
demonstrado em eCO, (Tabela 8). E relatado por meio de quantificacio de expressido de
proteinas diferenciais (DEPS) constituintes do PSIl e PSI em V. vinifera cv. 'Pinot noir' in vitro
sob alto CO, e 1000 umol fétons m? s, a regulacio positiva de proteinas responsaveis pela
conexdo entre as subunidade do LHCII e seu tamanho, aumentando a captacdo de fétons, bem
comoogP, ETRe YIl (ZHAO et al., 2019).

A melhoria nos processos fotoquimicos sob eCO3, repercutiu na maior concentracao
acucares soltveis em folha e raiz (Tabela 9), ou seja, provavelmente uma atmosfera rica em
CO- atuou na eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco, induzindo a concentracdo de carboidratos
solveis na célula. Um trabalho com duas variedades de videira, explorando o acimulo de
carboidratos, demonstrou que a relacdo fonte — dreno influencia diretamente, correlacionando
o quantidade de drenos positivamente a concentracdo agucares no tecido, e o acumulo de amido
um sinalizador de inibi¢do por “feedback™ da via, mesmo que ndo examinado no presente
estudo (KIZILDENIZ et al., 2021). Desta forma, a quantidade de MS armazenada na raiz e
caule condiz justamente com esses achados, além disso, o teor de agUcares no tecido pode atuar
como osmoprotetor impedindo a perda de turgor celular, crucial para manutencdo osmética em
sistemas com elevada condutividade elétrica na solucéo do solo.

A ideia de impor determinadas condi¢Ges ao vegetal como salinidade e elevado COo,
pode levar a estresses danosos ao tecido, ou seja, producdo de espécies reativas de oxigénio
(OLLAT et al., 2016). Ao analisar o conteudo antioxidante ndo enziméatico (GSH e AsA),
demonstrou correlagdo positiva com o aumento da salinidade. Exceto em eCO», em que GSH
ndo demonstrou efeito pela imposi¢do salina (Figura 6). Que em conjunto com a baixa
concentracdo de peroxido de hidrogénio apresentado no tecido, ndo houve estimulo da via
ascorbato — glutationa para reducdo H>O», o que justifica a elevagdo do AsA apenas como
osmoprotetor de baixo peso molecular (MOZAFARI; GHADAKCHI ASL; GHADERI, 2018).
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Além disso, ao analisar danos no tecido pelo contetdo de TBARS, o0s danos inerentes ao tecido
ndo foram significativos.

Outro osmoprotetor sdo as proteinas, que incrementaram seu conteddo sob eCO; e
salinidade. Embora as atividades enziméticas antioxidantes CAT, SOD e APX demonstraram
relativa inibigdo em suas atividades especificas em eCOz, 0 que pode ocorrer devido ao acimulo
ibnico demonstrado nas Tabela 3 e 6, demonstrado neste estudo (GAMAGE et al., 2018;
LIANG et al., 2018; ZHANG et al., 2020). Contudo, a inibicdo parcial na atividade enzimatica
ndo apresentou prejuizos ao sistema antioxidantes, consolidado pelo baixo teor de H2O2, DM e
baixa perda de energia na forma de calor (NPQ), sob tratamento eCO2 e 80 mM NaCl (Figura
3D, 6C e 5D).

Para determinar uma correlacdo mais aparente entre os fatores de protetivos e de
crescimento, uma PCA com todo o conjunto de dados foi realizada (Figura 8). Em que, foi
demonstrado correlag@es inversa entre o incremento de sais no solo ou tecido (CeL, Cl e Na")
e 0 acumulo de biomassa, carboidratos (folha e raiz) e status hidrico (gs, Ww) 0 que demonstra
a influéncia do efeito osmotico e ibnico da salinidade. Além disso, a atmosfera rica em CO>
demonstrou maior influéncia sobre o acimulo carboidratos (folha e raiz) inversamente ligado
a alguns marcadores de estresse (GSH, carotenoide, Chl b e SOD). Com isso, percebesse a
influéncia da elevacdo do didxido de carbono no aumento tolerancia a salinidade, por meio da
inducdo de osmorreguladores como aglcares e ascorbato 0 que mantém o status hidrico e
através da exclusdo idnica do Na* e CI" na folha evitando parcialmente a toxidade, o que mantém

o desenvolvimento da videira.

5. CONCLUSAO

De maneira geral, os dados revelam respostas efetivamente relacionadas com efeitos
benéficos da concentragéo elevada de CO> na atenuacgdo de danos metabolicos induzidos pela
salinidade em plantas de videira. Uma vez que, a elevagéo de CO, promoveu a manutengdo dos
niveis idnicos (K*, Na"), excluindo da parte aérea, o que ndo limitou o crescimento e nem a
presenca de sintomas de citotoxidade ao NaCl. Pois, houve aumento na eficiéncia fotoquimica
disponibilizando maior energia para assimilacdo o carbono, o que foi indicado pela modulagéo
do contetido de osmdlitos compativeis (carboidratos) e sistema antioxidante, a fim de manter
gradiente osmdtico e baixa concentracdo de espécies reativas de oxigénio, mesmo sob

salinidade.
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