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RESUMO GERAL

A salinidade é um dos fatores abidticos que mais afeta a produtividade das culturas em todo o
mundo, principalmente de &reas &ridas e semiaridas a qual possuem um regime pluviométrico
reduzido e altos indices de radiagdo solar. O excesso de sais, causam alteracdes fisioldgicas e
bioquimicas, principalmente em plantas cultivadas como as videiras, que geralmente séo
sensiveis ao excesso desses ions na solucdo do solo. Em virtude de maiores esclarecimentos
sobre mecanismos de tolerancia ao estresse salino, genétipos de videira com potencial para o
uso como enxertos/ porta-enxertos tornam-se uma alternativa viavel para elucidar lacunas sobre
tolerancia ao estresse salino relacionadas a danos no aparato fotossintético, homeostase idnica
e estresse oxidativo. Nesse sentido, o estudo foi realizado em casa de vegetacdo durante 30 dias,
com mudas enxertadas de videira irrigadas diariamente com agua destilada e solugdo nutritiva
concentrada em dias alternados. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado com tratamentos em fatorial de 3x 3, constituindo de trés combinacdes de
enxerto/porta-enxerto: Nubia/ IAC 313, Nubia/lAC 572 e NUbia/SO4 submetidas a trés
tratamentos de 0, 40 e 80 mM de NaCl com trés repeti¢Oes respectivamente. Os parametros de
crescimento foram estudados com base nos conteldos de massa seca, taxa de acimulo de massa
seca e alocacdo relativa de massa seca em raizes, caules, folhas e peciolos. A homeostase ibnica
com base no acimulo e distribuicdo de ions de Na* e CI". A atividade fotossintética com base
nos parametros de trocas gasosas e atividade fotoquimica, sendo analisadas ao longo do tempo
durante o experimento. E danos oxidativos avaliados com base no contetdo de TBARS e
atividade de antioxidantes e ndo enzimatico. Os porta- enxertos apresentaram diferentes
respostas nos niveis salinos estudados. As doses crescentes de NaCl (40 e 80mM) afetaram os
parametros de crescimento dos trés porta- enxertos estudados, contelido de Na* e CI nos

tecidos, atividades de enzimas, como também na atividade fotossintética e potencial hidrico.

Palavras-chave: Fotossintese, Homeostase i0nica, Salinidade, Semiarido, Estresse oxidativo,

Vitis vinifera.



GENERAL ABSTRACT

Salinity is one of the main abiotic factors that affect the crops worldwide, especially in arid and
semiarid areas, which have a rainfall regime and high levels of solar radiation. The salt excess
of soil solution, cause repairs mainly in structural and biological plants, mainly in cultivated
solutions as solutions of protection to excess of biochemical products, which are solutions of
protection to the excess of isolated biochemical solutions. Due to further clarification on saline
stress tolerance mechanisms, grapevine genotypes with potential for use as scions/rootstocks
become a viable alternative to elucidate gaps in saline stress tolerance photos related to damage
in the synthetic apparatus, homeostasis and stress oxidative. In that, the study was done daily
in water for 30 days, with water changed with nutrient solution applied every other day.
Performed in a completely randomized design with treatments in 3x3 treatments, consisting of
three grafts, the experiment was grafter/rootstock: Nubia/lAC313, Nubia/lAC572 and
Nubia/SO4 in fact, 40 and 80 mM NaCl with three replications. Drought and growth parameters
were studied based on mass contents, rate of drought accumulation and dry roots, relative to
dry mass in roots, leaves and seeds. lonic homeostasis based on the accumulation and
distribution of Na+ and CI- ions. The photosynthetic based during the chemical exchanges of
the gas, being the activity of the activity over the experiment time. And oxidative damage based
on TBARS content and antioxidant and non-enzymatic activity. The rootstocks showed
different responses at the saline levels studied. As NaCl doses (40mM) three are the growth
parameters of the water growths studied also in the activity of natural tissues + and CI-, enzyme
activities, as water growth thickenings also in the tissue activity, enzyme activities, such as

photosynthesis and potential.

Keywords: Photosynthesis, lonic Homeostasis, Salinity, Semi-arid, Oxidative stress, Vitis

vinifera.
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INTRODUCAO GERAL

As plantas durante o seu ciclo de vida sdo submetidas a diversos tipos de estresses
ambientais, dentre eles o estresse salino € um dos que mais afetam as culturas agricolas no
mundo, sendo estimado mais de 950 milhdes de hectares de terras com problemas
relacionados a salinidade (RENGASAMY et al., 2010) principalmente de regibes aridas e
semiéridas (ZORB et al., 2019), que possuem um baixo suprimento de &gua tanto em
qualidade como em quantidade, associados a altos indices de radiacdo solar (DIAS et al.,
2016). Assim, a utilizacao de genotipos de porta -enxertos com potencial de excluir sais, torna-
se uma alternativa viavel para o convivio da videira em &reas com problemas de salinidade
(FU et al., 2019).

Embora o crescimento e o desenvolvimento das plantas sejam governados por
mecanismos fisiologicos, bioquimicos e moleculares, a fotossintese € um dos processos
primarios mais afetados pela salinidade (DUARTE et al., 2013; NEGRAO et al., 2017;
SUDHIR et al., 2004). Isso se deve por causa da toxicidade citoplasmatica do Na* e CI, que
leva a uma deficiéncia de ajuste osmotico, limitacdo estomatica, reducdo na fotossintese
liquida, interferéncia nas relacdes hidricas celulares (FLOWERS et al., 2015), mudangas no
contetdo de proteinas com fungdes especificas na fotossintese, como sintese de tilacoides,
carotenoides e cloroplastos, (PAIVA 2015), e alteragdes no rendimento quantico do
fotossistema Il (PSII) (SILVA et al., 2011).

Além dos parametros relacionados a fotossintese, 0 excesso de sais pode induzir
problemas sérios no transporte de agua e de nutrientes minerais, mesmo em condi¢@es normais
de disponibilidade hidrica, ocasionando “seca por salinidade” e desbalango nutricional,
principalmente na relacdo Na*/K™ no citosol (SILVEIRA et al., 2010). Esse problema pode
ser causado por situacGes em que mesmo em um ambiente com disponibilidade hidrica, a
planta ndo consegue absorver a dgua disponivel pelo excesso de ions contido na solucdo do
solo (HENDERSON e GILLIHAM, 2015).

A videira (Vitis vinifera L.) é a das culturas mais importantes para a agricultura
mundial e pode atingir alta produtividade em condi¢fes favoraveis de clima e solo. No
entanto, é considerada uma planta sensivel (SOHRABI et al., 2017) ou com uma leve
tolerancia a salinidade (GRIVE et al., 2012; MA et al., 2015) principalmente a longo prazo.
Os danos mais recorrentes do excesso de sais em videiras, é a inibi¢do do aparto fotossintético
devido ao acumulo de ions de Na* e CI" nas folhas e raizes, provocando reducdo do

crescimento vegetativo devido a baixa absor¢do de potdssio (MUNNS, 1993; FLOWER e
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YEO, 1988; WHITE e BROADLEY, 2001) podendo levar a clorose e senescéncia do tecido
foliar devido o estresse i6bnico (HANIN et al., 2016). Além disso, 0 estresse salino pode
desencadear danos secundarios além de causar alteracbes no metabolismo da planta, como o
estresse oxidativo que danifica membranas, peroxidacdo de lipideos, proteinas e acidos
nucléicos ou até mesmo causar a morte da célula (TAIZ et al., 2017).

Existem vérios estudos relacionados a tolerdncia das plantas ao estresse salino, no
entanto, sao apresentadas diferencas nas respostas a salinidade entre variedades de videiras, e
a grande variabilidade genética entre espécies, pode ser uma ferramenta importante para
explorar mecanismos de tolerancia ao excesso de sais (MUNNS et al., 2000; LIANG et al.,
2018).

Alguns estudos mostram que a capacidade de exclusao de sais por alguns gendtipos de
enxertos/porta-enxertos, é conferida por mecanismos celulares envolvidos com a absor¢éo
seletiva de sais pelas raizes, associado com possiveis mecanismos de restricao do fluxo e/ou
redistribuicdo desses ions toxicos em nivel celular e planta inteira (GONG et al., 2011,
METWALI et al., 2015; MUNNS e GILLIHAM, 2015).

Estudos realizados com plantas de citrus enxertadas em porta-enxertos sensiveis ao
sal, apresentaram maiores reducdes na biomassa das plantas do que porta -enxertos tolerantes,
além disso, a exposicao desses porta- enxertos que foram mais tolerantes aos mais altos niveis
de sal, restrigiram o Na* e CI" nas raizes (SHAHID et al., 2019). BANEH et al (2013)
estudando mudas enxertadas de videira, observaram que o geno6tipo do porta-enxerto pode
reduzir a toxidade i6nica no tecido da planta, restringindo ions de Na* e Cl'em compartimentos
celulares.

Em um estudo comparando respostas fotossintéticas entre diferentes genétipos de
videiras, foram observadas gque a tolerancia a salinidade é influenciada pela capacidade de
assimilacgdo sustentada de CO- no mesofilo foliar, em vez de condutancia estomatica, e que a
razao entre a taxa fotossintética e o CO: intercelular (A/Ci) foi reduzida exponencialmente
com o aumento da concentragdo de Na* e CI" nos tecidos, independentemente do gen6tipo. No
entanto, 0s genoétipos tolerantes mantiveram esses ions efetivamente em niveis
significativamente baixos (GILL et al., 2015). Mudancas em ambos os fotossistemas (PSI e
PSII) também foram observadas no transporte fotossintético de elétrons e muitas alteracdes
ultraestruturais também séo induzidas pelo estresse salino (GUO et al., 2015; ZHAO et al.,
2017).
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Embora amplamente estudados, os distarbios fisioldgicos/bioquimicos especificos
envolvidos com a sensibilidade da fotossintese a salinidade e homeostase i6nica sdo ainda
pouco esclarecidos. Esse estudo tem como objetivo avaliar danos estruturais e funcionais,
atribuidos a toxicidade osmotica/iénica e danos oxidativos, relacionados com a eficiéncia
fotossintética potencialmente influenciados pelo genotipo do porta-enxerto em plantas de
videira submetidas a salinidade.

HIPOTESE E OBJETIVOS
HIPOTESE

Videiras enxertadas em porta-enxertos mais sensiveis a salinidade apresenta maior
restricdo no crescimento, alteracdes na atividade fotossintética, homeostase i6nica e danos

oxidativos.

OBJETIVO GERAL
Avaliar a influéncia do gendtipo do porta-enxerto nos parametros de crescimento,
atividade fotossintética, homeostase ibnica e estresse oxidativo em plantas enxertadas de

videira submetidas a estresse salino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Medir a massa seca e estimar a taxa de acimulo de massa seca de raizes, caules, folhas,
peciolos e planta inteira nas combinacdes de enxertos/porta-enxertos (Nubia/lAC 313,
Nubia/IAC 572 e Nubia/SO4) crescidas na auséncia (controle) e presenca de
salinidade;

e Mensurar os conteldos e estimar as taxas de acimulo de Na*, CI" e K* de raizes, caules,
folhas e peciolos nas combinacGes de enxertos/porta-enxertos (Nubia/lAC 313;
Nubia/IAC 572 e Nubia/SO4) crescidas na auséncia e presenca de salinidade;

e Elaborar a curva diaria de trocas gasosas dos parametros de fotossintese liquida (Pn),
taxa de transpiracdo (E), conduténcia estomatica (gS) e presséo intercelular de CO>
(Ci) nas combinacGes de enxertos/porta-enxertos (Nubia/IAC 313; Nubia/IAC 572 e
Nubia/SO4) na auséncia e presenca de salinidade;

e Elaborar curvas de fotossintese liquida (Pn) e condutancia estomatica (gS) em
respostas ao incremento da luminosidade (Curvas A/DFFF) nas combinacbes de
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enxertos/porta-enxertos Nubia/IAC 313; Nubia/IAC 572 e Nubia/SO4, crescidas na
auséncia (controle) e presenca de salinidade;

Realizar medidas temporais (durante o experimento) de parametros fotoquimicos
(Fv/Fm, ETR, gP e NPQ nas combinacGes de enxertos/porta-enxertos (Nubia/IAC
313; Nubia/lAC 572 e Nubia/SO4) crescidas na auséncia (controle) e presenca de
salinidade;

Medir os conteudos de clorofila (a, b e totais) em folhas das combinacBes de
enxertos/porta-enxertos (Nubia/IAC 313; Nubia/IAC 572 e Nubia/SO4) crescidas na
auséncia e presencga de sal,

Medir o potencial hidrico foliar nas combinagBes de enxertos/porta-enxertos
Nubia/IAC 313; Nubia/IAC 572 e Nubia/SO4, crescidas na auséncia (controle) e
presenca de salinidade;

Determinar o contedo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) nas
combinagcbes de enxertos/porta-enxertos (Nubia/lAC 313; Nubia/IAC 572 e
Nubia/SO4) crescidas na auséncia e presenca de sal;

Verificar a presenga de antioxidantes ndo enzimaticos (Ascorbato e Glutationa) nas
combinagcbes de enxertos/porta-enxertos (Nubia/lAC 313; Nubia/IAC 572 e
Nubia/SO4) crescidas na auséncia e presenca de sal;

Extracdo e quantificacdo de proteinas e Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na
Presenca de SDS (PAGE-SDS).
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CAPITULO I - REVISAO DE LITERARURA (ESTADO DA ARTE): A SALINIDADE
NA AGRICULTURA E MECANISMOS DE TOLERANCIA DAS PLANTAS AO
ESTRESSE SALINO
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CAPITULO I - REVISAO DE LITERARURA (ESTADO DA ARTE): A SALINIDADE
NA AGRICULTURA E MECANISMOS DE TOLERANCIA DAS PLANTAS AO
ESTRESSE SALINO

1. A SALINIDADE NO SOLO E NA AGUA
1.1 A salinidade como um fator limitante no crescimento e desenvolvimento das plantas

A salinidade da agua e do solo tem sido uma ameaca desde as grandes civilizaces,
por reduzir a produtividade das culturas e tornar areas impréprias para o cultivo, sendo uma
das razdes para o desaparecimento da antiga civilizacdo da Suméria da Mesopotamia
JACOBSEN e ADAMS (1958). Atualmente o excesso de sais nos solos causam perdas
econdmicas anuais de mais de 10 bilhdes de dolares, afetando o produto interno bruto de mais
de 50 paises em desenvolvimento, além de ser um problema agricola que afeta
aproximadamente 20% das terras irrigadas no mundo e impdem grandes restricbes no
crescimento, desenvolvimento e produtividade das culturas (QADIR et al., 2014).

Segundo USSL Staff (1954) os solos sdo classificados como salinos, quando sua
condutividade elétrica do extrato de saturacdo (CEes) é > 4 dS m™ o que equivale a 40 mM
de NaCl, quando a porcentagem de Na* trocavel (PST) é < 15% e o pH geralmente < 8,5. A
formacao dos sais € decorrente dos processos de intemperismo das rochas, através da hidrolise,
oxidacdo, carbonatacdo, como também pela precipitacdo, das quais liberam os minerais que
posteriormente entram na formacdo dos solos, sendo os mais encontrados: cloretos Cl-,
sulfatos SO.2, bicarbonatos HCO3 , sodio Na, calcio Ca e magnésio Mg e em menor
quantidade podem ocorrer potassio K*, aménio NH4*, nitratos NOs™ e carbonatos CO3*
(DIAS, 2016).

O acumulo desses ions pode ocasionar dois tipos de salinizacdo dos solos, a salinizacédo
priméria e a secundaria. O processo de salinizacao priméaria pode ser desencadeado por varias
causas, como: (a) a acumulacdo da &dgua salina e consequentemente de sais na superficie do
solo, sendo mais encontrado em regides costeiras influenciadas pelas dguas dos mares, bem
como em regides com ambientes alagados, (b) Acimulo de sais em areas de baixadas devido
a escoamentos superficiais, geralmente em solos rasos e com problemas de drenagem, (c)
ascensdo de sais ja existente no ambiente pelas raizes (capilaridade), (d) Acumulo de sais em
areas de baixadas, por solo de baixa drenagem subsuperficial ao longo do perfil do solo
(RIBEIRO et al., 2009).
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Na salinizacdo secundaria, o solo pode se tornar salino devido as préaticas de manejo
da &gua e do solo, utilizando &guas com elevados teores de sais, inexisténcia de um sistema
de drenagem eficiente, além do emprego incorreto e excessivo de fertilizantes (PASTERNAK
e DE MALACH, 1995).

As &guas podem ser classificadas de acordo com a condutividade elétrica (CE) C1, C2,
C3 e C4 (salinidade baixa, salinidade média, salinidade alta e salinidade muito alta), com
concentracdes que dividem as classes de 250, 750 e 2.250 pmho/cm, sendo esse critério o
mais relevante a respeito da qualidade da agua para a irrigacdo (RICHARDS 1954).

Devido ao alto consumo de &gua de boa qualidade, ou seja, &gua que pode ser utilizada
para o0 consumo humano é utilizada em lavouras e industrias, sendo este um bem que vem se
tornando cada vez mais escasso, dessa maneira, muitos produtores sem outra alternativa mais
viavel, utilizam a gua salina na irrigacao de lavouras (PAZ et al., 2000). Em regides aridas e
semidridas, essa pratica é recorrente por problemas de escassez de dgua, e quando disponiveis,
muitas vezes possuem grandes quantidades de sais sendo inadequada para o uso na agricultura.
Portanto, o uso indiscriminado dessas aguas, acabam agravando os problemas com a
salinidade em solos dessas regides (TALEBNEJAD e SEPASKHAH, 2014).

A tolerancia a certos niveis de salinidade da dgua varia de espécie para a espécie e da
quantidade de solutos adsorvidos na solugéo, estes podem ser absorvidos pela planta e causar
acumulo de fons de Na*, CI, SO 4%, HPO * nos tecidos (CARMASSI et al., 2013). Altas
concentracOes no solo de Na* reduzem a eficiéncia de absorcdo de agua, além disso, a alta
absorcdo de Na* e CI pelas raizes causam efeitos negativos no crescimento da planta,
interrompendo processos metabdlicos e reduzindo a eficiéncia da fotossintese (MUNNS e
TESTER, 2008).

1.2 A salinidade em plantas

A maneira como a salinidade afeta o rendimento das culturas depende de vérios
fatores, como o periodo de exposi¢édo, caracteristicas genéticas e estagio de desenvolvimento
em que se encontram (MUNNS et al., 2019). Os ions de Na" e CI" ao serem absorvidos na
solucdo do solo pelas raizes, causam uma perturbacdo do equilibrio osmético e ibnico
provocando toxicidade e quando em altas concentracGes, podem ser tOxicos para o
metabolismo celular (AGARWAL et al., 2013). Em torno de 99% das plantas sensiveis a
salinidade morrem devido a toxicidade por sal, e quando conseguem sobreviver, o rendimento
médio € reduzido de 50 a 80% (PANTA et al., 2014).
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As plantas podem ser divididas com base na tolerancia a salinidade, sendo as hal6fitas
oriundas de ambientes salinos, ou seja, plantas tolerantes a niveis mais altos de sais na solu¢éo
do solo, que desenvolveram mecanismos de adaptacdo para sobrevivéncia nesses ambientes,
e glicofitas, plantas que ndo conseguem se desenvolver em solos com a presenca de sais, sendo
estas consideradas sensiveis (FLOWERS et al., 2015).

Quando submetidas a ambientes salinos, as plantas desenvolvem mecanismos para
compensar as condicOes estressantes, mediante alteracdo dos processos fisioldgicos,
bioquimicos e de desenvolvimento, para manter o crescimento e reproducdo. Uma das
estratégias bioquimicas utilizadas, incluem acumulacéo ou exclusao seletiva de ions, controle
da entrada de ions pelas raizes e transporte para as folhas, compartimentagdo de ions a nivel
celular (vactolos) e estrutural (folhas), sintese de osmolitos, alteracBes nas vias
fotossintéticas, modificagcdes na estrutura de membrana, inducéo de enzimas antioxidantes e
hormonios (ESTEVES et al., 2008), além de sintese de proteinas e metabolismos de lipidios.

Essas alteracGes ocorrem em resposta a salinidade nas plantas em duas diferentes fases,
fase osmotica e fase idnica: Uma resposta rapida a elevada pressdo osmotica na interface raiz-
solo e uma resposta mais lenta causada pelo acimulo de Na* e ClI™ nas folhas (TAIZ; ZEIGER
etal., 2017).

Na fase osmotica, ha uma diminuicdo no crescimento da parte aérea, do turgor celular
e consequentemente da expansao foliar e inibicdo da formacdo de gemas laterais, esse efeito
promove reducdo nas concentracdes de carboidratos, que sdo a base necessaria para 0
desenvolvimento celular (MUNNS e TESTER, 2008). Nessa fase, € desencadeada uma
sequéncia de reacdes moduladas por hormonios que restringem a abertura dos estdmatos e
assimilacdo de CO.. Esses efeitos ocorrem nos primeiros estadios iniciais de exposicao das
plantas a salinidade ou niveis moderados de sais em contato com o sistema radicular (TAIZ;
ZEIGER et. al, 2017).

Segundo SILVEIRA et al., (2010) a fase osmotica € uma resposta fisioldgica, ou seja,
uma aclimatacdo realizada pela planta na situacdo adversa em que esta submetida. O acimulo
de sais no solo, causa efeito osmdtico na planta, sendo um fator decisivo na redugdo do
crescimento das plantas, pois reduz a absorcéo de gua e nutrientes, associado a toxidez de
ions causando estresse ionico, desequilibrio nutricional e distdrbios na absorcdo e, ou,
distribuicdo dos nutrientes (ZORB et al., 2019).

Ja a fase ibnica, inicia com a acimulo de quantidades toxicas de Na* CI™ nas folhas

mais velhas, levando & inibicdo da fotossintese e dos processos biossintéticos. O excesso de
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ions no citosol, especialmente o Na*, causa grandes alteracfes na atividade de enzimas e na
estrutura funcional de proteinas, causando efeitos diretos de toxicidade (MUNNS e TESTER,
2008).

Embora algumas espécies como meldo, pepino e pimenta sejam mais sensiveis ao
estresse causado pelo Na™ em comparacdo ao causado pelo CI-, algumas espécies como a
videira e a soja sdo altamente sensiveis ao excesso de Cl- (TAIZ; ZEIGER et al., 2017)
principalmente na zona das raizes, pois normalmente acumulam esse ion em maiores
quantidades (WALKER et al., 2004). A regulacdo da absorcdo de Na*e CI" é uma estratégia
importante desenvolvida pela planta para limitar o acimulo toxico de Na* nas folhas e manter
uma alta razdo entre K™ e Na* e favorecer a atividade de enzimas dependentes de K*
(SHABALA e POTTOSIN, 2014).

A limitacdo do K* normalmente ocorre nos tecidos mais velhos (TAIZ e ZEIGER,
1998) e as enzimas antiporte Na'/H* sdo responsaveis pela eliminagdo ou a
compartimentalizacdo do Na* do citoplasma no vacutolo, através de bombas de H* que
realizam a regulacdo da expressao e atividade dos transportadores de K*e Na* (ZHU et al.,
1993).

Diferentemente dos outros macronutrientes 0 K* é um ion muito mével nos tecidos
vegetais, sendo encontrado na célula em altas concentracfes, em condi¢des normais. Este ion
possui funcdo osmotica e de regulacdo estomatica, o que facilita a assimilacdo do NOz™ no
xilema contribuindo na ativacdo enzimatica (TAIZ e ZEIGER 1998).

Outro ion que possui funcéo estrutural e metaboélica é o Ca™, é considerado como um
mensageiro secundario intracelular, ativa vérias proteinas como a calmodulina que ativa vérias
enzimas regulatérias como proteinas quinases e proteinas fosfatases (ZHU, 2002) e o seu 0
aumento leva a transducdo de sinais que resulta a planta uma aclimatacdo, ou seja, uma
adaptacdo a salinidade (MENDOZA et al., 1994; KNIGHT et al., 1997).

Nos préximos anos, os problemas com salinidade tendem a se agravar em muitas
regides, sendo necessario o desenvolvimento de estratégias que possam ajudar as plantas a se
sobressairem diante dessas intempéries, atraves da identificacdo de mecanismos fisiologicos,
bioquimicas, moleculares e de base genética de tolerdncia ao excesso de sais
(SHRIVASTAVA et al., 2015).
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2. HOMEOSTASE IONICA
2.1 Mecanismos de captacao e transporte de Na* e Cl- associados a salinidade

A salinidade prejudica o crescimento e o desenvolvimento das plantas via estresse
hidrico, citotoxicidade devido a absorcdo excessiva de ions como sédio (Na*) e cloreto (CI),
além de desequilibrio nutricional. Adicionado a estes fatores, a salinidade causa o estresse
oxidativo por meio de espécies reativas de oxigénio que causam danos a célula vegetal
(IZAYENKOQV, 2012).

As plantas respondem ao estresse salino por meio de duas fases: fase osmotica e i6nica,
a primeira ocorre em minutos ou dias causando redugdo no crescimento, principalmente da
parte aérea e fechamneto estomético. A Utima, ocorre com o passar dos dias, provocando
acumulo de ions a niveis toxicos para a celula, além de retardo de processos metabolicos,
senescéncia precose e por fim morte do tecido foliar (MUNNS E TESTER, 2008; ROY et al.,
2014).

Um dos pontos negativos do estresse osmotico é o fechamento estomético, no entanto,
esse mecanismo impede que a planta perca agua, evitando consequentemente o estresse
hidrico (MUNNS E PASSIOURA, 1984; NOBEL, 1991). Ao entrar no tecido radicular, o sal
desencadeia a ativagdo de milhares de cascatas de sinalizagdo a qual promovem uma certa
tolerancia ao ion pela restricdo da translocacdo do Na*. Nesse processo, a tolerancia ocorre
pela compartimentalizacdo dos ions tdxicos nos vaclolos evitando que chegue até o
citoplasma e cause pertubacdes nos processos citoplasmaticos (IZAYENKOV e
MAATHUIS, 2019).

Estratégias como compartimentalizacdo, transporte e redistribuicdo de ions tdxicos,
foram observadas principalmente em plantas hal6fitas por terem mecanismos de que
concentram o sal em seus vacuolos e em algumas espécies concentram na superficie das folhas
(FLOWERS e COLMER, 2008, 2015; MAATHUIS et al., 2014). O sal, entra nas plantas pelas
vias simplastica e apoplastica (GAO et al., 2007; NEGRAO et al., 2011; MAATHUIS et al.,
2014) no entanto, a via simplastica ndo é tdo pronunciada, a sua contribuicdo pode chegar a
1%, sendo mais significativa quando a transpiracao € alta. Em plantas de arroz, esta via pode
ser resposavel por até 50% da captacéo total do Na* (YEO et al., 1987; MALAGOLI et al.,
2008; KRISHNAMURTHY et al., 2009; KRONZUCKER e BRITTO, 2011). Ja a via
apoplastica é responsavel por 50% da captacdo do CI- (SHI et al., 2013).
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Figura 1. Vias de transporte para catacdo de Na+ e CI-. As setas pretas representam os locais de entrada de Na+
e Cl- via a rota simplastica. Setas vermelhas representam a entrada através das paredes celulares pela via
apopléastica (GAO et al., 2007).

Vaérios transportadores (AKT, HKT2, NSCC, PIP2;1, NHA, LCT1, HAKS5) podem
estar envolvidos na captacdo e transporte de ions de Na* através da membrana plasmatica. A
compartimentalizacdo é mediada por transportadores (CCX, NHX) que armazenam o0s ions
no vacuolo e a redistribuicdo é realizada por membros de varias familias de transportadores
de mebrana (NSCC, HKT, NHA, CHX).

O transportador NRT é responsavel pelo transporte do CI- através da membrana
plasmaética e seu sequestro é por meio de transportadores tonoplasticos de anios (ALMT e
CLC). Além disso, o transporte a longas distancias do Cl” pode ser mediado por varias familias
de proteinas (NPF, SLASH, ALMT, NPF, CCC).

Outro mecanismo de tolerancia ao sal foi a descoberta de um transportador (SOS1)
Na+ /H+ presente na membrana plasmatica, esse transportador € capaz de transportar Na+
para fora das células e é acoplado ao antiporte de H+, gerando um gradiente eletroquimico
constituido por trés tipos de bombas transportadoras: (P-ATPase) presente na membrana

plasmatica, V-ATPase e PPase, encontradas no vacuolo (BOSE, et al., 2014).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO EM PLANTAS
2.3 Principais espécies reativas de oxigénio e seus efeitos na célula vegetal
O oxigénio molecular surgiu a bilhGes de anos na atmosfera terrestre e embora seja

muito importante para 0s processos naturais de sobrevivéncia das espécies vegetais, sendo
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utilizado durante a respiracdo celular, o O2 leva inevitavelmente a formacdo de espécies
reativas de oxigénio EROs, nas mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos
BHATTACHARJEE, (2010), KARUPPANAPANDIAN et al., (2011), membrana plasmatica,
apoplasto e nucléolo, considerados as principais locais de producdo de EROs (GILL e
TUTEJA, 2010; SANDALIO et al., 2013).

Cada compartimento celular possui seus componentes de eliminacdo de EROs, seja
enzimatico ou ndo enzimatico, sendo controlado por um conjunto de genes gerando respostas
de protecdo, eliminacdo e sinalizacdo de acordo com o estresse causado (MITTLER et al.,
2004). S&o consideradas subprodutos de reacdes redox, ou seja, sdo formadas a partir do
metabolismo aerdbico e participam de uma sofisticada rede de sinalizacdo em plantas quando
submetidas a situacGes de estresses, sendo originadas também através de reacGes metabdlicas
tipicas da planta como: fotossintese, respiracdo, fotorrespiracao (KOVALCHUK, 2010).

As respostas da rede de sinalizacio sdo mediadas por Ca?* considerado um
mensageiro secundario nas rotas sinalizadoras e/ou por fosforilagdo de NAPH oxidases
(RBOH) gerando uma resposta ao estresse causado (SUZUKI et al., 2011, GILROY et al.,
2014). O estresse oxidativo e causado por condi¢Bes impostas de estresses bidticos e abidticos
as plantas como: salinidade, poluicdo do ar e do solo, seca, estresse por calor e frio, ferimentos,
transicdo da anoxia para a reoxigenacdo, luz UV, condicdes de luz intensa que estimulam a
fotoinibicdo, senescéncia e infeccdo por patdgenos causando o aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio EROs (BARBOSA 2014).

As EROs sdo derivadas do oxigénio molecular (O2) altamente reativas que possuem
ao menos 1 elétron ndo pareado em suas orbitais, sdo referidas como subprodutos de reacdo
redox que se apresentam tanto como radicais livres, como na forma molecular de um néo
radical (GILL e TUTEJA 2010). Dentre as principais EROs estdo os radicais: radical
superdxido O™, e radical hidroxila OH" e os n&o radicais oxigénio singleto O, peroxido de
hidrogénio H>O5, além da alcoxil (RO") e peroxil (ROO¢) menos recorrentes (HALLIWELL
e GUTTERIDGE 2007; GILL e TUTEJA 2010).

Em altas concentracOes, as EROs, séo capazes de reagir rapidamente com uma ampla
diversidade de constituintes celulares e oxida-los, como proteinas, DNA, RNA e lipideos. Essa
oxidacdo leva a desestabilidade das membranas, mutacdes prejudiciais e paralisacdo de
processos metabdlicos essenciais a sobrevivéncia por toxicidade, podendo levar a morte
celular (TAIZ; ZEIGER et al., 2017).
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Ao longo das geracOes, as plantas sofreram mutacBes e evoluiram um sistema
complexo antioxidante para evitar ou reduzir os efeitos deletérios causados pelas EROs (EL-
SHABRAWI et al., 2010). As EROs produzidas em qualquer compartimento celular, séo
controladas por um sistema antioxidante que atua de forma coordenada e atuam como
eliminadores de EROs e podem aumentar a tolerancia da planta ao estresse salino, sendo
composto antioxidantes ndo enzimaticos (MILLER et al., 2010), que incluem &cido ascorbico
(AsA), glutationa (GSH), compostos fendlicos, alcaloides, amino nao proteicos e a-
tocoferais.

Por outro lado, a bateria de antioxidantes enzimaticos inclui superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationaredutase (GR),
monodesidroascorbato redutase (MDHAR), desidroascorbato redutase (DHAR), glutationa
peroxidase (GPX), guaicol peroxidase (GOPX), peroxidase (POX),
glutationa- S- transferase (GST) (HASANUZZAMAN et al., 2012).

O AsA é um antioxidante soltvel em &gua e é considerado o antioxidante mais
abundante, sendo o principal contribuidor para as reacfes redox na célula vegetal. O AsA
reduz os conteudos de H20: na célula em H.O e atua como molécula de sinalizagdo em
situacdes de estresses abidticos (ANJUN et al., 2014).

A GSH, é um tripeptideo y- glutamil- cisteinil- glicina, é uma proteina ndo soltvel em
agua composto de tiol, encontradas em quase todas as organelas celulares como cloroplastos,
reticulo endoplasmatico, vacuolos e mitocdndrias, esta diretamente envolvida na eliminacao
de H20,, OH e !Oznos cloroplastos, citoplasma, apoplasto, mitocondria e peroxissomos
(ANJUM et al., 2012; GILL et al., 2013). Os demais compostos nao enzimaticos como
tocoferdis, carotenoides, flavonoides contribuem na eliminacdo de diversas EROs e seus
produtos das reacdes (GILL et al., 2010).

A SOD é considerada como a primeira linha de defesa contra os estresses abioticos,
com fungéo de catalisar a dismutagdo de O2" para H20. e Oz em praticamente todos os
compartimentos da célula vegetal, como cloroplastos, mitocéndrias, nicleos, peroxissomos,
citoplasma e apoplasto (ALSCHER et al. 2002 ) sendo uma isoenzima dividida em grupos,
dependendo do cofator metal, podendo as plantas possuirem varios tipos distintos de SODs,
cada uma diferindo em relagcéo ao metal no local do sitio ativo.

A CAT é uma enzima, heme tetramérico, ocorre em peroxissomos, glioxissomos e

organelas relacionadas onde dismuta 0 H202 em H20 e O, sendo um elemento vital parte da
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defesa antioxidante (GARG e MANCHANDA, 2009) considerada uma das mais importantes
enzimas eliminadoras de EROs.

A APX, uma enzima de familia multigénica pode estar em um compartimento celular
especifico, como APX estromal (sAPX) e ligado ao tilacoide, APX (tAPX) em cloroplastos,
glioxissomos e peroxissomos como também ligada a membrana (mAPX) e no citosol (cAPX),
sendo um importante na conversao de H202 em H20. No ciclo ascorbato-glutationa, a APX
atua em conjunto com desidroascorbate redutase (DHAR), monodehidro ascorbato redutase
(MDHR) e glutationa redutase (GR) na eliminacédo do de H.O, (TARCHOUNE et al., 2010).
Para as GPXS e GTs estdo envolvidos na supressao do estresse oxidativo reduzindo H2O>

(NOCTOR et al., 2002).

Tabela 1. Importantes antioxidantes e sua localizacdo na célula vegetal.

Antioxidante

Localizacéo do

antioxidante

Respectivas EROs

1. Enzimaético

Superoxido dismutase
(SOD)

Cloroplastos, Mitocéndrias,
Peroxissomos, Citosol,
Apoplastos

Superéxido O2™

Catalase (CAT)

Peroxissomos, Glioxissomos

Perdxido de hidrogénio
H202

Ascorbato Peroxidase Cloroplastos, Mitocéndrias, H202
(APX) Peroxissomos, Glioxissomos,

Citosol, Apoplastos
Peroxidase (POX) Vacuolo, Citosol, Cloroplastos | H20>

Glutationa redutase (GR)

Glutationa reduzida

Glutationa peroxidase

Cloroplastos, Citosol,

H20,, Peroxidacao lipidica

(GP) Mitocondrias radicais (ROO)
Glutationa S — transferase | Citosol, Mitocondrias, Reticulo | Hidroxidoperoxido
(GST) endoplasmatico organico (ROOH)

Desidroascorbato redutase
(DHAR)

Cloroplastos, Mitocondrias,
Peroxissomos

Regeneracédo do ascorbato
em Desidroascorbato
(DHA

Monodesidroascorbato
redutase (MDHAR)

Cloroplastos, Mitocéndrias,
Peroxissomos, Citosol

Reducéo do
Monodesidroascorbato
(MDH) para originar
ascorbato

1. Nao Enzimético

Glutationa (GSH)

Cloroplastos, Mitocondrias,
Peroxissomos, Citosol,
Apoplastos

H20,, radical hidroxila
OH",

Peroxido organico
(ROOH)
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Acido Ascorbico (AsA) Cloroplastos, Mitocondrias, H202, 02", OH™,
Peroxissomos, Citosol,
Apoplastos
aTocoferol Membranas H20,, radical hidroxila
OH™, 10,
Peroxido organico
(ROOH)
Carotendides Citosol 10,
Flavondides Vactolos 10, 0", OH", e
peroxinitrato (ONOQO").

Adaptado: MITLLER (2002).

2.4 A vitivinicultura no semiarido nordestino: historico e importancia socioeconémica

A videira pertence a familia Vitacea, com caracteristicas do tipo cipd ou trepadeiras,
de estruturas lenhosas ou herbaceas e com gavinhas opostas as folhas (MULLINS et al., 1992)
e dentre as espécies Vitis, a Vitis vinifera L se destaca pela sua importancia econémica.

Ha evidéncias que o centro de origem da videira é a atual Groenlandia onde teria
surgido a milhares de anos durante a Era Cenozoica (SOUZA, 1996). No inicio da glaciacao
da terra, grandes areas ficaram cobertas de gelo, fato que levou a dispersdo da videira para
locais menos afetados pelo gelo como a Eurdsia, Asia e América (ALVARENGA et al., 1998).

As primeiras videiras V. vinifera L. introduzidas no Brasil, foi através de Martim
Afonso de Souza, implantando na capitania de Séo Vicente, atual Estado de Sao Paulo, em
1532. N&o se sabe ao certo o inicio e sitios de domesticacdo, mas evidéncias demonstram que
pode estar relacionada com a descoberta do vinho (THIS et al., 2006).

Ha registros que a espécie Vitis vinifera L. tenha chegado ao novo mundo por meio
colonizadores espanhdis e portugueses por volta de 1500, sendo primeiramente atraves de
sementes e depois por estacas a partir dos locais onde eram cultivadas. No Brasil, apos ser
introduzida por Martin Afonso de Souza, Bras Cubas ainda em 1532 realizou tentativas de
cultivo no litoral de Sdo Paulo, mas por questbes de adaptacdo ndo obteve éxito
(POMMER,2003). No Rio Grande do Sul, os padres jesuitas foram o0s primeiros a
introduzirem plantas de videiras na regido, e posteriormente, imigrantes italianos em 1875,
trouxeram cultivares de V. vinifera obtendo sucesso no estado do Rio Grande (SOUZA 1996).

Na regido Nordeste, nos Estados de Pernambuco e Bahia, a viticultura estava presente
desde o século XVI com grande expressividade nas ilhas de Itaparica e Iltamaracd. Em meados
do século XX, mudas de videiras foram levadas para o Agreste e Sertdo, onde eram plantadas
em quintais domesticos e pequena parte destinada ao comércio local. Na década de 50, com

ajuda do técnico portugués José Cabral de Noronha e Menezes funcionario da Comisséo do
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Vale do S&o Francisco (CVSF) um manejo mais adequado foi sendo difundido e o cultivo de
videiras comecou a se expandir pela regido (LEAO e POSSIDIO, 2000).

As primeiras variedades cultivadas que se tem registro foram: Estevdo Marinho,
Ferral, Moscatel Rosada e Olvette Noire e em seguida variedades como: Moscato Italiano,
Peverella, Trebbiano, Moscatel de Alexandria, Ferral Preta, Alphonso Lavalllee e Alicante
Preta) e posteriormente outras variedades foram sendo introduzidas. No entanto, somente na
década de 1980, com o apoio de incentivos fiscais de empresas governamentais e privadas, a
viticultura e a vitivinicultura se consolidaram na regido do Vale do S&o Francisco (SILVA et
al., 2009).

A viticultura brasileira atualmente pode ser dividida no consumo de uvas de mesa in
natura, na producédo de vinhos e outros derivados (PROTAS, 2002). De acordo com dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) a producéo de uvas no Brasil no ano de
2020 alcancou 1,4 milhGes de toneladas, com uma queda de 2,03% em relacéo ao ano de 2019.
A é&rea plantada com videiras no Brasil foi de 74.826 ha, com redugdo de 1,20% ao ano de
2019 (IBGE, 2021).

No Nordeste do Brasil, na regido do Vale do Séo Francisco nos Estados de
Pernambuco e Bahia se concentram as maiores areas com a viticultura representando 13,94%
da érea viticola brasileira em 2020, fato este que permite até duas colheitas por ano (MELLO
etal., 2021) O Nordeste é o maior produtor de uvas de mesa e 0 segundo na producdo de uvas,
com contribuicdo de 27,37% da producdo nacional, alcancando 387.662 toneladas no ano de
2020, contribuindo com o desenvolvimento econdmico através da geracdo de empregos nas
regides produtoras (LEAO, 2018).

As variedades comercializadas tradicionais para 0 consumo in natura mais cultivadas
no Brasil sdo: Nidgara Rosada (rustica) e lalia ( com suas mutac@es: Rubi, Benitaka e Brasil),
0 mercado também tem investido na producéo e comercializacao de uvas sem sementes como
a: Superior Seedless, Crimsom Seedless e a Thompsom Seedless, no entanto estas variedades
estdo sendo substituidas por outras com maior potencial de adaptabilidade ao clima e solo da
regido e mais produtivas quando comparadas com as anteriores, dentre elas estdo: Arra 15,
BRS Vitéria, BRS iris e BRS Nubia (MELLO et al., 2021)

Desde o surgimento da técnica da enxertia por volta de 1800, essa pratica possibilitou
a domesticacdo de plantas lenhosas perenes como: (macd, péra, ameixa e cereja) 0 que
permitiu a unido de melhores caracteriticas do porta enxerto para copa (MEYER et al., 2012).

A utilizacdo de porta — enxertos surgiu pelo surgimento da filoxera (Daktylosphaera vitifoliae
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Fitch) um inseto de origem americana com ciclo de vida complexo por volta do século XIX,
que afetava a produtividade das videiras.

Na viticultura, é considerado um porta- enxerto com potencial, aquele que confere
resisténcia a filoxera, nematoides, adaptacdo a uma maior diversidade de solos, facil
propagacdo e compatibilidade com a copa, além de boa sanidade (GIOVANNI, 2013;
LOUREIRO et al, 2016). Diversos trabalhos, demonstram a importéancia da utilizagdo de porta
-enxerto pelo seu potencial de adaptacdo a diferentes tipos de solos, qualidade do fruto, seca,
excesso de sais, metais pesados e por diversos estresses ambientais (CORSO et al., 2016 ;
LO’AY etal., 2021; ZRIG et al., 2016; CASTRO et al., 2009; KOSE et al., 2014; FERREIRA-
SILVA etal., 2009; SHAHID et al., 2019; FU et al., 2019; KONGSRI et al., 2014; VILVERT
etal., 2017; VIANA et al., 2017; BERDELA et al., 2015). Assim, desenvolver combinag6es
de porta- enxertos com potencial de excluir sais torna-se um passo importante para uma

possivel adaptacdo dessas plantas a ambientes salinizados.
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CAPITULO II: INFLUENCIA DO PORTA-ENXERTO NA LIMITAGAO
FOTOSSINTETICA ENVOLVENDO TOXICIDADE IONICA E RESTRICOES

ESTOMATICAS E NAO ESTOMATICAS EM PLANTAS ENXERTADAS DE
VIDEIRA
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RESUMO

O gen6tipo do porta-enxerto pode influenciar na resisténcia a salinidade em plantas enxertadas
de algumas culturas, envolvendo processos celulares relacionados com a toxicidade ionica e
assimilacdo de carbono. Esse estudo teve o objetivo avaliar o potencial efeito de trés porta-
enxertos na resisténcia de mudas enxertadas de videira submetidas a salinidade, com base em
pardmetros de eficiéncia fotossintética, homeostase idnica e dano oxidativo. As mudas de
videira (Vitis vinifera L.) obtidas pela enxertia da variedade Nubia sobre os porta-enxertos
IAC 313, IAC 572 e SO4 foram crescidas na auséncia (controle) e presenca de NaCl (40 e 80
mM) por 30 dias, em casa de vegetacdo. A salinidade afetou o teor de massa seca (MS) das
partes das plantas das trés combinacdes de enxerto/porta-enxerto, principalmente em raizes e
folhas, com efeito mais severo em raizes de mudas sobre o porta-enxerto SO4. As trés mudas
de videira apresentaram um forte aumento no conteldo de Na* em raizes, caules e peciolos,
porém em folhas o teor de Na* sob salinidade elevada (80 mM) foi menor nas mudas sobre o
SO4. O acumulo de Na* ocorreu associado a severa redu¢do da acumulagdo de K™ nas plantas,
principalmente em raizes que apresentaram perdas na captacdo de K* sob salinidade. A perda
de K™ radicular sob salinidade modera (40 mM) foi observada somente com o IAC 572, porém
sob salinidade elevada (80 mM) a perda de K* ocorreu de similarmente nas trés mudas
avaliadas. O aumento no conteldo de CI" ocorreu de forma similar nas trés combinacdes de
enxerto/porta-enxerto, com maior contetdo em folhas se comparado as outras partes. As
curvas diérias de trocas gasosas mostram que as plantas apresentam maior fotossintese (Pn)
no periodo da manha, associada a maior transpiracdo (E) e condutancia estomatica (gs), com
ocorréncia de forte restricdo da Pn associada com fechamento estomatico sob salinidade. As
curvas de Py em respostas a luminosidade (Pn/DFFFA) mostraram que a salinidade afetou
severamente o incremento da assimilacéo de carbono em respostas a luz nas trés combinagoes
de enxerto/porta-enxerto. Porém sob salinidade, as mudas sobre o IAC 572 apresentaram
maior fotossintese quando expostas a alta luminosidade. A salinidade afetou a atividade
fotoquimica nas trés mudas avaliadas, com base nos parametros de quenching fotoquimico
(gP) e ndo fotoquimico (NPQ) e taxa de transporte de elétrons (ETR). Nas mudas com IAC
313 e 572 foi observado um leve aumento do conteddo de Rubisco, enquanto que nas mudas
sobre 0 SO4 ocorreu reducdo do teor dessa enzima sob salinidade elevada. O contetdo de
clorofilas totais foi afetado pela salinidade elevada somente nas mudas sobre os porta-enxertos
IACs. O potencial hidrico foliar foi significativamente menor nas mudas sobre o IAC 572 e
SO4 somente sob salinidade moderadas. Com relagdo a modulacdo oxidativa, os dados
mostram que as mudas sobre o SO4 apresentaram menor danos oxidativo (Contetdo de
TBARS) associado a maior protecdo ndo enzimatica devido ao acumulo de glutationa e
ascorbato sob salinidade. Os resultados desse estudo mostram restricdo de crescimento
associada a forte acumulacdo de Na* e CI- em plantas enxertadas de videira, com ocorréncia
de intenso antagonismo entre os ions K*/Na* principalmente em raizes. Dentre os porta-
enxertos avaliados, 0 SO4 apresentou maior restricdo do fluxo de Na* para folhas, associado
a menor danos oxidativo nesse orgao sob salinidade elevada. Em adic¢&o, o estudo mostra que
a limitacdo fotossintética em videira sob salinidade ¢ atribuida a restricGes estomaticas (E e
gS) e ndo estomaticas, envolvendo restricdo fotoquimica (gP, NPQ e ETR) e bioquimica direta
(contetdo de Rubisco).

Palavras chave: Enxertia, Fotossintese, Porta-enxertos, Salinidade, Videira.
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ABSTRAT

Rootstock genotype can influence in the salinity resistance in grafted plants of some crops,
involving cellular processes related to ionic toxicity and carbon assimilation. This study aimed
to evaluate the potential effect of three rootstocks on the resistance of grafted grape vine plants
subjected to salinity, based on parameters of photosynthetic efficiency, ionic homeostasis and
oxidative damage. The vine plants (Vitis vinifera L.) obtained by grafting the Nubia variety
on the rootstocks IAC 313, IAC 572 and SO4 were grown in the absence (control) and
presence of NaCl (40 and 80 mM) for 30 days, under greenhouse conditions. Salinity affected
the dry mass (DM) content of plant parts of the three scion/rootstock combinations, mainly in
roots and leaves, with more severe effect in roots of the plants grafted with the rootstock SOA4.
The three combinations showed a strong increase in Na* content in roots, stems and petioles,
but under high salinity (80 mM) the leaf Na" content was lower in the plants on the SO4
rootstock. The accumulation of Na* occurred associated with a severe reduction in the
accumulation of K* in plants, mainly in roots that showed significant losses in K* uptake under
salinity. Root K* loss under moderate salinity (40 mM) was observed only with IAC 572, but
under high salinity (80 mM) K™ loss occurred similarly in the three evaluated combinations.
The increase in CI" content occurred similarly in the three scion/rootstock combinations, with
higher content in leaves compared to the other parts. The daily curves of gas exchange showed
higher photosynthesis (Pn) in the morning, associated with greater transpiration (E) and
stomatal conductance (gS), but with strong restriction of P associated with stomatal closure
under salinity. The PN curves in light responses (Pn/PPFD) showed that salinity severely
affected the increase in carbon assimilation in light responses in the three scion/rootstock
combinations. But under salinity, the plants on the IAC 572 showed higher Pn when exposed
to high luminosity. Salinity affected the photochemical activity in the three combinations
evaluated, by parameters of photochemical (gP) and non-photochemical (NPQ) quenching
and electron transport rate (ETR). In plants with IAC 313 and 572 a slight increase in Rubisco
content was observed, while in those on SO4 occurred a reduction in the content of this
enzyme under high salt. Total chlorophyll content was affected by high salinity only in plants
on IAC rootstocks. Leaf water potential was significantly lower in plants on IAC 572 and SO4
only under moderate salinity. The data show that plants on SO4 showed less oxidative damage
(TBARS content) associated with greater non-enzymatic oxidative protection due to the
accumulation of glutathione and ascorbate under salinity. The results of this study show
growth restriction associated with strong accumulation of Na* and CI" in grafted vine plants,
with the occurrence of intense antagonism between K*/Na* ions mainly in roots. Among the
rootstocks evaluated, SO4 presented greater restriction of Na* flow to leaves, associated with
less oxidative damage in this organ under high salinity. In addition, the study shows that
photosynthetic limitation in grapevines under salinity is attributed to stomatal (E and gS) and
non-stomatal restrictions, involving photochemical restriction (P, NPQ and ETR) and direct
biochemistry (Rubisco content).

Keywords: Grafting, Photosynthesis, Rootstock, Salinity, Vine.
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1. INTRODUCAO

Como a maioria das plantas cultivadas, as videiras sofrem com os efeitos deletérios do
excesso de sais nos solos e dguas, seja por reducdes e retardamento no crescimento, e reducdes
da produtividade, estes problemas estdo relacionados a fatores genéticos entre as espécies
(SILVA et al., 2010). As videiras sdo plantas que possuem grande variabilidade genética e a
dificuldade de identificar um porta enxerto mais adequado para determinada copa torna-se um
fato ainda mais desafiador (PENELLA et al., 2016)

A utilizacdo de porta- enxertos é uma préatica milenar, e vem crescendo o interesse de
testar melhores combinagdes de materiais a fim de encontrar plantas mais tolerantes a diversos
fatores ambientais. Isto deve pela capacidade do porta-enxerto ter um efeito direto no
crescimento da videira, produtividade e vigor, tal fato que influencia no rendimento final da
cultura (JOGAIAH et al., 2013). A tolerancia do porta-enxerto pode ser conferida pelo seu
sistema radicular, limitando a transferéncia ou reduzindo a absorc¢éo para os 6rgaos da planta
ou sequestro de ions tdxicos como Na* e CI" no vacuolo (BASSIL E BLUMWALD, 2014).

Parametros da fluorescéncia da clorofila tem sido utilizado como forma de quantificar
e avaliar o estresse, pois além de ser uma técnica nao destrutiva, permite analisar de maneira
qualitativa e quantitativa a absorcdo e o aproveitamento da energia luminosa do PSII, além de
permitir a observacao de eficiéncia fotossintética (MOUGET; TREMBLIN, 2002; NETTO et
al., 2005).

O rendimento quantico potencial do PSII é considerado um indice sensivel e tem sido
utilizado como indicador de resiliéncia de plantas estressadas pelo excesso de sais, através de
seu comportamento cinético (BAKER, 2008; DIAO et al., 2014; SA et al., 2018), além disso,
alteracbes na condutancia estomaética, reducdes no conteldo de clorofilas e taxas de
transpiracdo, também sdo utilizados como indicadores de estresse (BALAL et al., 2012;
(SHRIVASTAVA e KUMAR, 2015) No entanto, a intensidade, tempo de exposi¢do ao
estresse e grau do dano é fortemente influenciado por caracteristicas do gend6tipo estudado
(MUNNS e GILLIHAM, 2015).

Outros parametros como gP (quenching fotoquimico) e o NPQ (quenching nédo -
fotoquimico) que sao dissipadores de energia e podem servir como indicadores de resiliéncia
da planta em condicdo de estresse e sé@o considerados métodos importantes para se avaliar a
integridade do PSII (CLARK et al., 2000) principalmente no inicio do estresse idnico
(KHOSHBAKHT et al., 2015). De acordo com DEMMIADANS et al., (2014) quenching

fotoquimico e ndo fotoquimico sdo adaptacGes das plantas que podem representar respostas
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sob condicdes estressantes, como 0 excesso de sais, dissipando 0 excesso de energia da
membrana fotossintética. Nesse caminho a ativacao e sinalizacdo de enzimas e antioxidantes
ndo enzimaticos também sdo importantes para a protecdo celular (MANAA et al.,2014)
protegendo a célula de danos causados por espécies reativas de oxigénio (EROs).

Assim, estudar mecanismos de protecdo a nivel celular em plantas ainda é uma tarefa
dificil, pelo grau de complexidade das respostas que podem ser induzidas. Nesse sentido, 0
objetivo desse estudo foi avaliar o potencial efeito de trés porta-enxertos na resisténcia de
mudas enxertadas submetidas a salinidade com base em parametros de eficiéncia

fotossintética, homeostase idnica e indicadores de estresse oxidativo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal e aplicacdo dos tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo na Universidade Federal Rural de
Pernambuco — Unidade académica de Serra Talhada— UAST, municipio de Serra Talhada
(07°59°31°’S, 38°17°54’W). As mudas enxertadas de videira (Vitis vinifera) foram fornecidas
pelo viveiro (Petromudas LTDA), onde foram produzidas pela combinacdo da variedade
Nubia (enxerto) enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4. As mudas em
estagio de pds enxertia (~30 dias) foram transferidas para vasos plastico de 5 L contendo uma
mistura de areia e vermiculita (v/v) e crescidas em de casa de vegetacao durante 20 dias para
a aclimatacéo, regando com agua destilada e solucdo nutritiva meia forca de HOAGLAND e
ARNON (1950) em dias alternados. Em seguida, as plantas foram submetidas aos tratamentos
com NaCl (0-controle, 40 e 80 mM) diluido na solugdo nutritiva concentrada durante 30 dias,
com aplicagfes a cada trés dias. Durante o experimento foram realizadas medidas de
fotoquimica e trocas gasosas nas plantas (medidas nao destrutivas) e ao final do experimento
foram coletadas e separadas em raizes, caules, folhas e peciolos para determinacdo das massas
fresca (MF) e massa seca (MS) das partes e planta inteira. Parte das folhas foram congeladas
em N2 liquido e estocado a -80 °C, para utilizagdo em analises posteriores de eletroforese
(SDS-PAGE) para observar mudangas no perfil de proteinas e dosagem do contetdo de

indicadores de danos (TBARS) e protecdo oxidativa ndo enzimatica (Ascorbato e glutationa).

2.2 Raz0es Alomeétricas
O material vegetal foi seco em estufa de circulacdo forcada a 70°C, até atingir peso

constante; posteriormente, o peso seco de folhas, caules e raizes foram mensurados. Com base
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nos dados acima foram calculadas as seguintes caracteristicas de crescimento: biomassa total
(9); fracdo relativa de massa foliar (g de massa seca foliar g de biomassa seca total), fracdo
de massa radicular (g de massa seca radicular g™ de biomassa seca total), fracio de massa de
caules (g de massa seca caulinar g de biomassa seca total), como descrito por (MENEZES-
SILVA et al.,2015). Esses valores foram utilizados para estimar a loca¢do de massa seca das
partes em relacdo a planta inteira.

2.3 Taxa de Acumulo Diario de Massa Seca (MS)

A Taxa de Acumulo Diério (TAD) de massa seca para 0s 6rgaos Raiz, caule e folha e
planta inteira foi estimada usando como referéncia os conteldos de massa seca (MS)
mensurados no inicio do tratamento salino, nos respectivos 6rgdos da planta. Para tanto, foram
coletadas plantas (3 repeti¢cdes) das trés variedades no inicio da aplicacdo do NaCl e separadas
em raizes, caules e folhas para determinacdo de MS das partes e planta inteira. A TAD foi
obtida pela relacdo: TAD = {(MSfinal - MSinicial)/(T)}, onde: MSfinal — Contetdo de massa
MS final; MSinicial — Conteddo do MS inicial e 0 T — Tempo (dias) de exposicdo ao
tratamento de sal. Os resultados foram expressos como mg. g™ MS. dia™. Essa variavel (TAD)
reflete a quantidade didria média acumulada de MF, podendo indicar estabilidade,
incrementos e reducdo (valores positivos) ou até mesmo perdas (quando apresentar valores
negativos) para casos de perdas de folhas da parte aérea, em relagdo a MS inicialmente

presentes nas plantas (antes da aplicacdo do sal).

2.4 Medidas dos contetdos de Na*, K* e CI

Os contelidos de Na* e K* foram determinados por fotometria de chama (VIEGAS et
al, (2001). Para extracédo dos ions Na* e K* os tecidos de raizes, caules, folhas e peciolos foram
inicialmente secos em estufa com ventilacdo ar forcado a 70 °C durante 5 dias. Em seguida, 0
material seco foi triturado em moinho e peneirado, para obtencao da farinha. Para a extragéo,
amostras de 0,5 g de foram adicionadas em tubos hermeticamente fechados contendo 10 mL
de dgua deionizada e incubados em banho maria a 100 °C durante 1 hora. O sobrenadante foi
filtrado e aliquotas foram utilizadas para as leituras em fotémetro de chama. Os contetdos de
Na* e K* foram estimados usando curva padrdo de NaCl e KCI, respectivamente, com
concentragdes para cada ion de 0, 200, 400, 600, 800 e 1000 pmol L. As concentragdes finais
foram obtidas a partir das equagOes das retas das curvas e expressas na base de massa seca
(MS), em pmol g* MS.
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Para a determinacdo do contetdo de cloreto, 0,2 g de farinha dos tecidos foram
submetidos a extragdo por incubagéo em tubos de ensaio de tampas rosqueadas com 25 m L
de &gua ultra pura e levados ao banho — maria a 100° C por 1 hora. Apds este procedimento,
os extratos foram filtrados e coletados 20 mL para a titulacdo do cloreto com nitrato de prata
(AgNOs3) 28 Mm e utilizando o cromato de potassio (K2CRO4) a 5% (p/v) como indicador.
Os resultados foram expressos em pmol g* MS (FERREIRA- SILVA et al., 2008).

2.5 Taxa de Acamulo Diario de Na* e K*

A Taxa de Acimulo Diéario (TAD) para os ions Na* e K* nos diferentes érgaos (Raiz,
caule, folha e peciolo) foi estimada usando como referéncia os conteldos de K* e Na*
mensurados no inicio do tratamento salino, nos respectivos 6rgdos da planta. Para tanto, foram
coletadas plantas (3 repeti¢cdes) das trés variedades no inicio da aplicacdo do NaCl e separadas
em raizes, caules, folhas e peciolo para determinacdo de Na* e K* por fotometria de chama,
como descrito no item 2.4. A TAD foi obtida pela relagdo: TAD = {([K+ ou Na+] final - [K*
ou Na*Jinicial)/(T)}, onde: [K* ou Na*]final — Contetido do ion (umol g** MS) no final; [K*
ou Na'Jinicial — Contetdo do fon (umol g MS) no inicio e o T — Tempo (dias) de exposicéo
ao tratamento de sal. Os resultados foram expressos como pmol g MS dia®. Essa variavel
(TAD) reflete a quantidade diaria média acumulada de cada ion (K*/Na*), podendo indicar
estabilidade, incrementos e reducdo (valores positivos) ou até mesmo perdas (quando
apresentar valores negativos) do contetdo dos ions em relacdo as concentrac@es inicialmente

presentes nas plantas (antes da aplicacdo do sal).

2.6 Medidas de trocas gasosas (curva diaria e curvas PN/DFFFA)

Para avaliar o impacto da salinidade no curso diario das trocas gasosas envolvendo a
assimilacdo de carbono das trés combinacdes de enxerto/porta-enxertos, foi realizado um
estudo para monitorara as mudancgas dos parametros de trocas gasosas ao longo de um dia
tipico. Para tanto, foram realizadas medidas de assimilacdo liquida de CO2 (Pn), taxa de
transpiracdo (E), condutancia estomética (gS) e da pressdo parcial de CO- intercelular (Ci),
utilizando um Sistema Portatil de Fotossintese — IRGA — (GFS — 3000, Walz) em folhas
fisiologicamente maduras amostradas do terco medio da planta. Essas medidas foram
realizadas em intervalos de duas horas durante um dia com condig¢des climaticas tipicas de
luminosidade, temperatura e umidade relativa do semiarido brasileiro, as 07:30; 09:30; 11:30;
13:30; 15:30 e 17:30.
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Foram realizadas curvas de fotossintese liquida (A- Pn) e condutancia estomatica (gS)
em resposta a densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativo (DFFFA). Para as curvas
de (Pn X DFFFA) e (gS x DFFFA) foi utilizada uma luminosidade variando de 0 &4 2000 pmol
fotons m? s na cAmara do aparelho, com 400 pmol CO2 mol™ e temperatura de 28 °C na

camara do aparelho.

2.7 Medidas temporais de parametros de fluorescéncia da clorofila

Durante 30 dias de experimento (periodo de exposicdo ao sal) foram realizadas
medidas dos parametros indicadores de eficiéncia fotoquimica a cada cinco dias, visando
monitorar danos do aparelho de captacdo de energia luminosa em resposta a salinidade. As
medidas da fluorescéncia da clorofila foram realizadas em folhas fisiologicamente maduras
do terco médio da planta, pelo método do pulso de saturacdo utilizando um fluorimetro
modulado (Modelo MINI-PAM-II da fabricante Walz). Foram estimados 0s seguintes
pardmetros: (i) eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il [Fv/Fm = (Fm-Fo/Fm)]; (ii)
eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II [AF/Fm’ = (Fm’- Fs)/Fm’]; (iii) taxa aparente de
transporte de elétrons do PSII [ETR = (AF/Fm’ x PPFD x 0.5 x 0.84)]; (iv) coeficiente de
quenching fotoquimico [gP = (Fm'-Fs)/(Fm'-Fo')] e (v) o coeficiente de quenching ndo
fotoquimico [NPQ = (Fm-Fm'/Fm')], onde Fm, Fo e Fv representam, respectivamente, a
fluorescéncia méxima, minima e variavel apés adaptacdo das folhas a 30min de escuro; Fm',
Fo' e Fs representam, respectivamente, a fluorescéncia maxima, minima e no estado de
equilibrio dindmico na presenca de luz e DFFF equivale a densidade de fluxo de fotons
fotossintéticos. As medidas realizadas na presenca de luz foram feitas em folhas adaptadas as
condicBes de irradiancia prevalecentes na cdmara de crescimento, ap6s exposicao por 10s a

um feixe de luz de 270 umol m. s fornecido pela propria fibra dptica do aparelho.

2.8 Conteudos de clorofila a, b, totais

Para a determinacdo do conteudo de clorofila pesou-se 0,2 gramas de massa fresca,
onde foram solubilizadas em acetona a 80% utilizando tubos de ensaio e 5 mL da solugéo. As
amostras foram acondicionadas em ambiente refrigerado e apds 48 horas foram realizadas as
leituras em espectrofotdmetro nos comprimentos de ondas de 470, 647 e 663 nm (ARNON
1949 e WELBURN 1994). A estimativa das concentra¢des de clorofila foram determinadas
em mg g-1 MF, onde: Chla = [(12.7 x A663- 2.69 x A470)/(1000 x W)] x V, Chlp =[(22.9 x
AB45- 4.68 x A663)/(1000 x W)] x V, Chlotais = [((A652 x 1000)/34.5) x (V/1000 x W)], em
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que A é a absorbancia, V o volume final do extrato (5 mL), e W 0 peso em gramas do tecido
vegetal (0.2 g).

2.9 Potencial hidrico foliar

O potencial hidrico (YH20) foliar foi obtido utilizando uma cdmara de pressdo de
Scholander modelo portétil (PMS Instrument Company 1505D), conforme metodologia
descrita por (SCHOLANDER et. al., 1964). As medidas foram realizadas na antemanha
(04h30 — 05h30) (Wam) no final do experimento (ap06s 30 dias de tratamento salino) em planta
vigorosa submetidas aos tratamentos (3 repeticdes por tratamento), sendo feita a leitura de
uma folha por planta. As folhas utilizadas para a medi¢do estavam totalmente expandidas,
maduras e localizadas no terco médio das plantas. O potencial hidrico de cada folha foi

avaliado imediatamente ap06s a folha ser destacada da planta.

2.10. Conteudo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Para as medidas de substancia reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) amostras de
folhas liofilizadas (0,2 g) foram maceradas em almofariz na presenca de N liquido, seguido
da extracdo em solugéo de TCA (6%) por maceragédo por 5 min e centrifugacdo a 10.000 x g
por 30 min a 4°C. A peroxidacao de lipidios foi estimada pelo contetido de substancia reativas
ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) conforme HEATH e PACKER (1968). Para a reacdo,
aliquotas (0,5 mL) do sobrenadante foram adicionadas a 2,0 mL da solucdo TCA 20% e TBA
0,5% (p/v) e aquecido em banho-maria a 95°C em tubos hermeticamente fechados durante 1
hora. Em seguida, a reagéo foi interrompida em banho de gelo e realizadas leituras a 532 e
660 nm e apds a subtracdo das leituras o teor de TBARS foi estimado usando o coeficiente de

extincéo de 155 mM™* cm™.

2.11. Conteudos de ascorbato e glutationa

Os conteudos de ascorbato total e das formas reduzida (ASC) e oxidada (DHA) foram
determinados conforme KAMPFENKEL et al., (1995). Amostras de folhas frescas (0,19)
foram maceradas em almofariz na presenca de N2 liquido, até obtencéo da farinha, seguido da
adicédo de 1,0 ml de TCA 6% e maceracdo por mais 3 min. O extrato foi centrifugado a 14.000
X g por 15 min em temperatura de 4 °C e aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para
reacdo. Para o conteudo de ascorbato reduzido, aliquotas de 0,1 ml do sobrenadante foram

adicionadas ao meio de reacdo contendo 0,3 ml de tampé&o fosfato de potassio 200 mM pH
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7,4, 0,1 ml de 4gua destilada, 0,5 ml de TCA 10%, 0,4 ml de H2PO4 45%, 0,4 ml de bipiridil
4% e 0,2 ml de FeCls. O conteldo de ascorbato total foi determinado pela adi¢do de 0,1 ml do
extrato ao meio de reacao contendo 0,1 ml de DTT 10mM (em tampao fosfato 200mM), 0,2
ml e tampéo fosfato de potassio 200 mM pH 7,4, 0,1 ml de N-etilmaleiamida 0,5%, 0,5 ml de
TCA 10%, 0,4 ml de H2PO4 45%, 0,4 ml de bipiridil 4% e 0,2 ml de FeCls. Apds a mistura da
reacdo os tubos foram acondicionados em banho maria a 40 °C durante 30 min. Em seguida,
foram realizadas leituras a 525 nm e o conteudo do ascorbato oxidado foi obtido pela subtracao
do ascorbato reduzido do total. Os conteudos de ascorbato foram estimados com base em
curva padréo utilizando L — ascorbato P.A.

Para mensuracgdo do conteido de glutationa foi empregada metodologia descrita por
GRIFFITH (1980). Amostras de folhas frescas (0,2 g) foram maceradas em almofariz na
presenca de N2 liquido, até obtencdo da farinha, seguido da adic¢éo de 1,0ml de TCA 5% e
maceragdo por mais 3min. O extrato foi centrifugado a 14.000 x g por 15min em temperatura
de 4 °C e aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para reagdo. Para determinacdo da GSH
0,2ml do sobrenadante foi adicionado em tubos de ensaio seguido da adicdo de 2,6ml de
tampdo fosfato de sddio 150 mM pH 7,4, 1ml de tampéo fosfato de sédio 100mM pH 7,0 e
0,2ml de DTNB 30mM, em tampdo fosfato 100mM pH 7,0. Em seguida os tubos foram
acondicionados em banho maria a 30°C durante 10mnin. Apos a reacdo foram realizadas
leituras em espectrofotdmetro a 412 nm e o contetdo de glutationa reduzida foi estimado com

base em curva padrdo a partir de GSH P.A.

2.12. Extracdo de proteinas

A extracdo de proteinas foi realizada como descrito por PRINSI et al., (2020).
Amostras frescas (0,2 g) de tecidos foliares foram maceradas em almofariz com pistilo na
presenca de N2 liquido seguido de extracdo em 1,0 ml de tampédo SDS, contendo Tris-HCI
150 mM, pH 6.8, glicerol 10% (w/w), dodesil sulfato de sédio (SDS) 2% (w/w) e 2-
mercaptoetanol 2% (v/v). Em seguida as amostras foram aquecidas a 95 “C por 5 min em
banho maria e centrifugadas a 10,000 x g durante 10 min. O sobrenadante foi coletado e usado
para a quantificacdo de proteinas e eletroforese (SDS-PAGE). O conteldo de proteinas
sollveis foi determinado conforme BRADFORD (1976) e estimado com base em curva

padréo, utilizando BSA.
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2.13. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na Presenca de SDS (PAGE-SDS)

Para as PAGE-SDS aliquota de 50 pL de extrato protéico foram misturas a 20 pL do
tampdo de amostra (Tris-HCI 100 mM pH 8,0, glicerol 20%, DTT: 30 mM, Triton X:-100
(0,1%), PEG: 3%, SDS 10% e azul de boromofenol) e aliquotas de 15 pL dessa mistura foram
aplicadas para as corridas em géis. Os géis apresentavam a seguinte constitui¢do: 12,5% (main
gel) e 5% (stacking gel), e as eletroforeses foram realizadas com a seguinte programacéo da
fonte: 125 V, 20 mA e 10 W, por cada gel, e durante a corrida foi usado o tampéo Tris 25
mM/Glicina 192 mM, pH 8,3 e SDS 10%. Apds a eletroforese as proteinas foram coradas com
Comassie brilliant blue R-250 0,025%, em &cido acético 10% e metanol 40%, durante 2 h.
Em seguida os géis foram descorados em &cido acético 10% e metanol 40% (LAEMMLI,
1970).

2.14 Delineamento estatistico e analise dos dados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
tratamentos dispostos em arranjo fatorial 3 x 3, trés combinacdes de enxerto/porta-enxerto
(Nubia/IAC 313, Nubia/IAC 572 e Nubia/SO4) e trés concentrag¢des de NaCl (0, 40 e 80 mM),
com trés repeticBes por tratamento, totalizando 27 parcelas. Cada parcela consistiu de um vaso
contendo uma muda enxertada. Os dados referentes as varidveis mensuradas foram
submetidos ao teste F a 0,05% de significancia, por meio de analise de variancia, e as médias
das variaveis foram submetidas ao teste de Tukey em mesmo nivel de probabilidade.

3. RESULTADOS
3.1. Crescimento e sintomas visuais de toxicidade das plantas enxertadas de videira
crescidas na auséncia e presenca de salinidade

Com base no contetdo de massa seca, a salinidade afetou o crescimento de raizes,
caules e folhas das mudas enxertadas sobre os trés porta-enxerto avaliados, com impacto
severo para o desenvolvimento da planta inteira tanto sob salinidade moderada (40 mM) e
elevada (80 mM). A massa seca (MS) de raizes das mudas enxertadas sobre o porta-enxerto
IAC 313 foi reduzida de forma similar em cerca de 28% nos dois niveis (40 e 80 mM) de
salinidade, comparado ao controle (Tabela 2). As mudas enxertadas sobre o porta-enxerto IAC
572 apresentaram reducdo de 30% e 51% da MS de raizes sob as doses moderada e elevada
do NaCl, respectivamente, enquanto que nas mudas sobre o porta-enxerto SO4 essas reducdes

foram em média de 20% e 40%, na mesma sequéncia, comparadas aos respetivos controles
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(Tabela 2). Nas mudas sobre os porta-enxertos IAC 313 e IAC 572 a MS de caules foi reduzida
em 25% apenas na salinidade elevada (80 mM), enquanto nas mudas sobre o0 SO4 foi reduzida
em 28% nos dois niveis de sal.

O conteudo de MS de folhas nas mudas sobre o IAC 313 foi afetado pela salinidade
moderada, porém foi reduzido em 40% nas plantas tratadas com 80 mM de NaCl comparado
ao controle. Nas mudas enxertadas com os porta-enxertos IAC 572 e SO4 ocorreu reducéo
média de 38% e 53% da massa seca foliar nas plantas submetidas a salinidade moderada e
elevada, respectivamente. A massa seca da planta inteira das mudas enxertadas sobre o porta-
enxerto IAC 313 foi afetada pela salinidade moderada (40 mM), sendo reduzida em cerca de
27% pela salinidade elevada (Tabela 2). Sob salinidade moderada, a massa seca da planta foi
reduzida em média 20% e 28% nas mudas sobre o IAC 572 e SOa, respectivamente,
comparado com os respectivos controles. Além disso, sob salinidade elevada a MS da planta
inteira nas mudas sobre o IAC 572 e SO, foi similarmente reduzida em média de 30%, em
relacdo as plantas controles. Os dados mostram que as plantas crescidas na auséncia do sal
(controles) apresentaram contetido de massa seca similar nas partes (raiz, caule e folhas) e
planta inteira, um fator importante para a analise comparativa de crescimento entre as mudas
e niveis de NaCl. Para o conteldo de massa seca dos peciolos ndo houve diferenca

significativa entre os tratamentos tanto para os porta enxertos como para salinidade.

Tabela 2. Contetido de massa seca (MS) de raizes, caules, folhas, peciolos e de planta inteira
de mudas de videira da variedade Nubia enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572
e SO4 submetidas a concentracdes crescente de NaCl (0 — Controle, 40 mM e 80 mM), durante
30 dias em condicdes de casa de vegetacéo.

NaCl Raiz Caule Folha Peciolo Planta

Combinacdes MM (g planta®)

0 12,69aA 19,95aA 13,74aA 3,51aA  35,16bA
Nubia/IAC 313 40 9,34 bB 18,05 aB 8,73 bB 2,76aA 29,01 aB
80 9,27 bB 15,09aB 8,22aB 2,85aA  25,78aB

0 14,5 aA 21,16 aA 15,80aA  3,82aA 39,51 aA
Nubia/IAC 572 40 10,20bB 19,69 aB 11,29aB  3,20aA  31,92aB
80 9,38bB 16,42aB 7,47 aC 2,80aA  27,34aB
0 14,5aA 18,80aA 13,48 aA  3,53aA  36,09aA
Nubia/SO4 40 11,70 bB 13,49bB 9,87aB 2,86aA 26,78 bB
80 8,81cC 14,06aB 6,18 aC 2,8laA  24,10aB
CV% 13,73 11,14 17,65 40,78 9,95

Médias seguidos de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si para cada porta- enxerto entre as
diferentes combinagdes. Médias seguidos de mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si para os
niveis de salinidade entre as diferentes concentracfes de NaCl pelo teste de Tukey (p<0,05). Abreviacdo: CV:
coeficiente de variacéo.
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A andlise da taxa de acimulo de massa seca (TAMS) expressa a quantidade de massa
seca produzida por dia (mg), nas diferentes partes e na planta inteira e revela efeito da
salinidade na sintese/alocacdo de MS nas mudas enxertadas. Essa variavel (TAMS) pode
indicar estabilidade, incrementos e reducédo (valores positivos) do conteddo de matéria seca
em relacdo as plantas antes do inicio de aplicacdo do sal. Os dados mostram que o estresse
salino causou reducéo de cera de 50% da TAMS em raizes das mudas enxertadas sobre o IAC
313 nos dois niveis de sal (Tabela 3). Essa reducdo da TAMS de raizes foi ainda mais severa
nas mudas sobre os porta-enxertos IAC 572 e SO4, com reducGes médias e similares de cerca
65% e 95% sob salinidade moderada e alta, respectivamente (Tabela 3). O estresse salino
afetou significativamente a TAMS em caules e folhas, com redugdes mais severas para as
mudas enxertadas com o porta-enxerto SO4 sob os dois niveis de NaCl. Com relacdo aos
peciolos, os trés porta enxertos estudados, tiveram reducdes similares para os niveis salinos
mais altos. Para a planta inteira, as mudas enxertadas sobre o IAC 313 apresentaram reducdes
de cerca de 53% nos dois niveis de sal, enquanto que nas mudas com IAC 572 e SO4 ocorreu
reducdes médias de 50% e 80% sob salinidade moderada e elevada, respectivamente. Os
dados mostram que a maior restricdo da TAMS da planta inteira registrada para as mudas
sobre os porta-enxertos IAC 572 e SO4 foi devido, principalmente, aos efeitos negativos do

sal sobre o crescimento radicular.

Tabela 3. Taxa de acimulo de massa seca (MS) de raizes, caules, folhas, peciolos e planta
inteira de mudas de videira da variedade Nubia enxertada sobre os porta-enxertos |IAC 313,
IAC 572 e SO4 submetidas a concentracdes crescente de NaCl (0 — Controle, 40 mM e 80
mM), durante 30 dias em condicOes de casa de vegetacao.

NaCl Raiz Caule Folha Peciolo Planta

Combinagbes mM (mg . g MS . dia?)

0 217,88aA 339,77aA  399,09aA  108,88aA  475,33bA
Nubia/lAC 313 40 117,21aB  203,33bB  219,9bB 83,77aB 214,02aB
80 1226aB  187,55aB  174,8aC  86,889aB  239,68aB

0 214,66aA  335,66aA 413,67aA  11555aA  533,78abA
Nubia/IAC 572 40 71,65bB  233,66aB  263,45aB  94,77aB 231,87 aB
80 43,66 bB  188,44aB  158,31aC  81,44aB 96,04bC

0 214,44aA  330,55aA  342,72bA  108,33aA 580,14 aA

Nubia/SO4 40 75,22bB  130,88cB  244,78aB  86,11aB 263,45aB
80 7,11 cC 149,77aB  88,24bC 84,33aB 80,79bC
CV% 19,86 16,83 12,40 12,23 12,05

Médias seguidos de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si para cada porta- enxerto entre as
diferentes combinagdes. Médias seguidos de mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si para os
niveis de salinidade entre as diferentes concentracfes de NaCl pelo teste de Tukey (p<0,05). Abreviacdo: CV:
coeficiente de variacéo.
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Com relacdo ao aspecto visual das plantas cultivadas na auséncia e presenca de
salinidade, as imagens mostram aparente diferengas genotipicas associadas a sintomas de
toxidade e restricdo de crescimento, com base na clorose/ressecamento foliar e reducdo da
altura planta e nimero de folhas (Figura 2). A plantas cultivadas na auséncia do sal
apresentaram aspecto visual saudavel, com folhas sem sintomas de clorose e/ou
ressecamento bem como altura homogénea entre as variedades e bem superior comparada as
plantas submetidas ao sal. Sob salinidade, as mudas sobre o porta-enxerto IAC 313
apresentaram sintomas de toxicidade idnica mais severos se comparadas as plantas com 0s
outros porta-enxertos. Nas mudas sobre o IAC 313 foi observado clorose e ressecamento
foliar nas plantas expostas a dose mais elevada do sal (Figura 2A e D). Nas plantas com o
IAC 572 foram registradas clorose suave com alguns pontos de escurecimento foliar (Figuras
2B e E) e nas mudas sobre o0 SO4 apenas clorose suave nas folhas basais, mais velhas
(Figuras 2C e F). Pelos registros visuais, existe uma aparente discrepancia entre os dados de
massa seca e altura de plantas para as mudas enxertadas sobre o IAC 313. Como observado
na nas tabelas 1 e 2 acima, as mudas com esse porta-enxerto (IAC 313) tiveram menor efeito
reducdo de crescimento sob salinidade comparas as outras combinagdes, principalmente para
planta inteira. Porém, a diferenca de crescimento para a planta inteira foi principalmente
devido a restricdo de crescimento radicular (ndo mostrada na Figura 2). Além disso,
ressaltamos considerar a existéncia de variagao entre as repeti¢cdes do tratamento de 80 mM
de NaCl par as mudas sobre o IAC 313, visto que na Figura 2 foi apresentada a repeticao

com maiores sintomas de toxicidade.
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Figura 2. Aspecto visual de plantas enxertadas de videira Nubia sobre os porta-enxertos IAC 313 (A), IAC
572 (B) e SO4 (C) crescidas na auséncia (0) e presenca de NaCl (40 e 80 mM) durante 30 dias em condicGes
de casa de vegetagdo.

o il

A alocacdo relativa de massa seca nos 0rgaos raizes, caule e folhas, em relacdo a planta
inteira, foi afetada pela salinidade, um efeito que foi dependente do gendtipo do porta-enxerto
(Tabela 4 e Figura suplementar 1). Nas plantas crescidas na auséncia do sal, a alocacéo relativa
de massa seca média para raizes, caules e folhas foi de cerca de 36%, 55% e 7%,
respectivamente, para as mudas sobre os trés porta-enxertos avaliados (Tabela 4). Sob
salinidade, a alocacdo de MS em raizes nas mudas enxertadas sobre os porta-enxertos IAC
313, 572 e SO4 ndo foi alterada. A alocacdo de MS de caules ndo foi afetada pela salinidade
nas mudas. Porém, a alocacao de MS foliar foi similarmente reduzida nas mudas com os porta-
enxertos IAC 313 e SO4 em cerca de 25% sob salinidade moderada e elevada, em relagdo aos
controles. Com relacdo aos peciolos, ndo houve diferenca significativa, tanto para os porta
enxertos estudados como para salinidade. Para as mudas sobre o IAC 572 a alocacéo de MS
foliar foi reduzida em cerca de 25% e 43% 40 e 80 mM de NaCl, respectivamente, se

comparado aos controles.
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Tabela 4. Taxa de alocagdo relativa (%) de massa seca (MS) de raizes, caules, folhas e
peciolos em relacdo a planta inteira de mudas de videira da variedade Nubia enxertada sobre
os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a concentracdes crescente de NaCl (0

— Controle, 40 mM e 80 mM), durante 30 dias em condicdes de casa de vegetacao.

Combinacdes NaCl Raiz Caule Folha Peciolo Planta
mM (%)
0 36,16bA 56,61 aB 7,14bA 9,96aA 100
Nubia/IAC 313 40 32,25bB 61,95 aA 5,79aB 9,60aA 100
80 36,03aA 58,54 bB 5,42aB 11,18aA 100
0 36,68bA 55,29aC 8,02aA 9,67aA 100
Nubia/IAC 572 40 32,11bB 61,59 bB 6,28 aB 10,04aA 100
80 28,14bC 67,25 aA 4,59 bC 10,26aA 100
0 40,13aA 52,31bB 7,54 bA 9,77Aa 100
Nubia/SO4 40 43,40aA 50,75bB 5,84aB 10,78aA 100
80 36,46aB 58,40bA 5,12aC 11,67aA 100
CV% 8,57 5,77 8,71 8,71 100

Médias seguidos de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si para cada porta- enxerto entre as
diferentes combinagdes. Médias seguidos de mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si para os
niveis de salinidade entre as diferentes concentragdes de NaCl pelo teste de Tukey (p<0,05). Abreviacdo: CV:
coeficiente de variagéo.

3.2 Acumulacdo de Na* e K* em plantas enxertadas de videira crescidas na auséncia e
presenca de salinidade

Como forma de caracterizar a acumulacdo/particdo de Na* e K" nas plantas
cultivadas na auséncia e presenca de salinidade, foram mensurados 0s contetdos desses ions
nas diferentes partes das plantas e bem como estimada a taxa de acumulacédo diéria (TAD)
desses ions nos diferentes oOrgdos. Os dados mostram que as trés combinacdes de
enxerto/porta-enxertos avaliados apresentaram aumentos significativos e de maneira similar
para o contetdo de Na* em raizes e caules nos dois niveis de NaCl (Tabela 5). Para folhas, o
contetdo de Na* foi significantemente maior nas mudas enxertadas sobre o porta-enxerto IAC
313 sob salinidade elevada (80 mM), se comparadas a mudas sobre o IAC 572 e
principalmente sobre o porta-enxerto SO4. Os peciolos tiveram um comportamento similar
quando comparado com as folhas, para os trés porta enxertos e niveis salinos estudados. As
mudas com o porta-enxerto SO4 apresentaram menor contetdo de Na* foliar se comparadas
aos outros porta-enxertos, quando expostas a concentracdo mais elevada do sal (Tabela 5).
Esse resultado pode estar associado com os sintomas mais severos de toxicidade idnica

observado em folhas das mudas sobre o porta-enxerto IAC 313 (Figura 2).
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Tabela 5. Contetdo de sodio (Na*) em raizes, caules, folhas e peciolos em mudas de videira
da variedade Nubia enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a
concentracdes crescente de NaCl (0 — Controle, 40 mM e 80 mM), durante 30 dias em

condicdes de casa de vegetacéo.

Combinacdes NaCl Raiz Caule Folha Peciolo
mM (umol g* MS)
0 137,40aC 51,13aB 88,15aC 44,44aC
Nubia/IAC 313 40 593,51bB 203,77aA 173,73aB 258,59aB
80 667,93aA 211,32aA 690,15 aA 517,17aA
0 133,58aC 37,73aB 48,25 bC 64,65AcC
Nubia/IAC 572 40 601,14aB 166,03bA 165,48abB 177,78BbB
80 702,29aA 173,58bA 448,48 bA 327,27bA
0 76,33aC 41,50aC 44,25bC 56,56 Ac
Nubia/SO4 40 530,53bB 201,88aB 141,75 bB 177,78bB
80  601,14bA 222,64aA 303,15 cA 323,22bA
CV% 12,18 9,80 9,33 13,42

Médias seguidos de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si para cada porta- enxerto entre as
diferentes combinagdes. Médias seguidos de mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si para os
niveis de salinidade entre as diferentes concentragdes de NaCl pelo teste de Tukey (p<0,05). Abreviacdo: CV:
coeficiente de variagéo.

O conteltdo de K* em raizes e caules dos trés tipos de mudas enxertadas foi
significantemente reduzido e de forma similar pela salinidade moderada e levada (Tabela 6).
Em folhas, o teor de K* foi relativamente maior (o dobro) se comparado a raizes e caules nas
trés combinacBes. Além disso, o conteudo desse nutriente nas folhas ndo foi reduzido pela
salinidade durante o periodo experimental aqui avaliado. No entanto, nos peciolos, os niveis
salinos mais altos reduziram severamente o contetido de K* nos tecidos. A taxa de acimulo
de diario de K* no tecido radicular foi severamente reduzida pela_salinidade moderada nas
mudas com os trés porta-enxerto, apresentando inclusive valores negativos nesse nivel de sal
(40 mM) para as mudas com o IAC 572 (Figura 2). Sob salinidade elevada ocorreu uma
restricdo severa para a TAD de K* radicular, com valores negativos para as trés combinagdes
de enxerto/porta-enxerto avaliadas (Figura 2A). Valores negativos para a TAD estimada
indicam perdas diarias desse nutriente (K*) nas plantas quando comparadas com as plantas
coletadas no inicio do tratamento com salinidade. As estimativas paraa TAD de Na* em raizes
mostram uma intensa acumulagdo desse ion durante o experimento nas plantas sobre os trés
porta-enxerto quando expostas as duas concentragdes de sal, com valores similares de cerca
de 15 a 20 pmol. g MS. dia™.

54



Tabela 6. Contetdo de potassio (K*) em raizes, caules, folhas e peciolos em mudas de videira
da variedade Nubia enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a
concentracdes crescente de NaCl (0 — Controle, 40 mM e 80 mM), durante 30 dias em

condicdes de casa de vegetacéo.

Combinacdes NaCl Raiz Caule Folha Peciolo
mM (umol g* MS)
0 573,32 bA 477,15aA 840,89bB 698,17aA
Nubia/IAC 313 40 437,70aB 250,12cB 844,74bB 439,73bB
80 323,01bC 220,12cC 983,61aA 231,44bC
0 609,27 aA 412,12bA 975,89aA 740,60aA
Nubia/IAC 572 40 437,89aB 354,15aB 1018,32aA 594,02aB
80 423,67 aB 324,19aC 1053,04aA 509,16aB
0 512,77 cA 416,25bA 713,60cA 424,30bA
Nubia/SO4 40 406,53 bB 290,13bB 594,02cB 327,87cB
80 321,20 bC 262,26bC 725,17bA 192,86bC
CV% 2,85 3,65 9,09 9,17

Médias seguidos de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si para cada porta- enxerto entre as
diferentes combinagdes. Médias seguidos de mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si para os
niveis de salinidade entre as diferentes concentragdes de NaCl pelo teste de Tukey (p<0,05). Abreviacdo: CV:
coeficiente de variagéo.

Conforme mostrado pela TAD estimada, o acimulo diario de K™ em caules foi
fortemente reduzido pela salinidade nas mudas enxertadas, com redugfes mais severas e
apresentando inclusive valores negativos para as mudas enxertadas com o IAC 313 sob
salinidade elevada (Figura 3A). O acumulo diario para o Na* foi significantemente
incrementado nas plantas submetidas ao sal, com valores similares médios proximos de 5 a 6
umol. g MS. dia™ (Figura 3B). Para folhas, o acimulo diario de K* foi mantido inalterado
durante o experimento e ndo foi afetado pela salinidade, porém foi menor nas mudas
enxertadas sobre 0 SO4 na auséncia e presenca do sal (Figura 4A). Com relacdo ao acimulo
diario de Na', as plantas sob salinidade moderada apresentaram aumentos similar da TAD sob
salinidade moderada (Figura 4B). Porém, sob salinidade elevada a mudas sobre o IAC 313
apresentaram maiores valores de TAD de Na*, seguido pelas mudas sobre o IAC 572 e SO4,
sendo as mudas com SO4 as que apresentaram menores TAD de Na* sob salinidade elevada.
Nos peciolos a TAD de K* (figura 5 A) foi severamente reduzido para os trés porta enxertos
no nivel salino mais elevado (80 mM). No entanto, o inverso pode ser observado paraa TAD
de Na* (figura 5B) para os trés porta enxertos, onde ocorreu um comportamento similar com

aumento desse ion no maior nivel salino.
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Taxa de acimulo
(umol k™ g MS dia™)

O contetido de cloreto foi estatisticamente significativo, para raiz, caule, folha e

peciolo apresentando um comportamento similar tanto para os porta enxertos como para 0s
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Figura 3. Taxa de acimulo diario (TAD) para potassio (A) e sodio (B) em raizes das plantas
de videira da variedade Nubia enxertadas sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4,
cultivadas na auséncia (0) e presenca de NaCl (40 e 80 mM) duramente 30 dias em condi¢des
de casa de vegetacdo. Valores negativos para K* indicam perdas do conteido desse nutriente
nas plantas tratadas com sal quando comparadas com as plantas antes do inicio da aplicacao

do tratamento salino. Barras representam valores médios de trés repetices desvio padréo.
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Figura 4. Taxa de acumulo diario (TAD) para potassio (A) e sddio (B) em caules das plantas
de videira da variedade Nubia enxertadas sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4,
cultivadas na auséncia (0) e presenca de NaCl (40 e 80 mM) duramente 30 dias em condi¢es
de casa de vegetacdo. Valores negativos para K* indicam perdas do contetdo desse nutriente
nas plantas tratadas com sal quando comparadas com as plantas antes do inicio da aplicacédo

do tratamento salino.
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Figura 5. Taxa de acimulo diério (TAD) para potéssio (A) e sodio (B) em folhas das plantas
de videira da variedade Nubia enxertadas sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4,
cultivadas na auséncia (0) e presenca de NaCl (40 e 80 mM) duramente 30 dias em condicGes

de casa de vegetacdo.
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Figura 6. Taxa de acimulo diario (TAD) para potassio (A) e sédio (B) em peciolos das plantas
de videira da variedade Nubia enxertadas sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4,
cultivadas na auséncia (0) e presenca de NaCl (40 e 80 mM) duramente 30 dias em condi¢cbes
de casa de vegetacao.
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Tabela 7. Conteudo de cloreto (CI") em tecidos de raizes, caules e folhas e peciolos de mudas
de videira Nubia enxertados sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572, SO4, cultivadas na

auséncia (0) e presenca de NaCl (40 e 80 mM) durante 30 dias em condicdes de casa de

vegetacgao.
Combinacdes NaCl Raiz Caule Folha Peciolo
mM (umol g* MF)
0 81,67aC 87,50aC 116,66aC 81,67aC
Nubia/IAC 313 40 297,50bB 169,17bB 513,33bB 460,83bB
80 612,50aA 338,83bA 997,5aA 933,33bA
0 64,17aC 99,17aC 105,00aC 93,33aC
Nubia/IAC 572 40 484,17aB 250,83aB 787,5aB 764,17bB
80 635,83aA 449,18aA 1026,66aA 1050,00aA
0 46,67aC 64,17aC 105,00aC 46,67aC
Nubia/SO4 40 157,50cB 221,67aB 478,33bB 466,67bB
80 449, 17bA 495,83aA 1015aA 746,67CA
CV% 7,19 9,85 3,73 5,84

Médias seguidos de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si para cada porta- enxerto entre as
diferentes combinagdes. Médias seguidos de mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si para os
niveis de salinidade entre as diferentes concentragdes de NaCl pelo teste de Tukey (p<0,05). Abreviacdo: CV:
coeficiente de variagéo.

3.3 Curvas diarias de fotossintese liquida, conduténcia estomatica, transpiracéo e
concentracdo intercelular de CO2 em plantas enxertadas de videira cultivadas na
auséncia e presenca de salinidade.

Um estudo do curso diario das trocas gasosas foi realizado visando avaliar a dindmica
de assimilacéo de carbono e controle da perda de agua (transpiracdo/condutancia) nas plantas
crescidas na auséncia e presenca de salinidade. Os resultados mostram que as plantas
apresentam uma maior fotossintese acumulada durante o periodo da manha (07:00 as
12:00hs), associada com as maiores taxas de transpiracéo e valores de condutancia estomatica
na auséncia e presenca de sal (Figura 7). Na auséncia do sal, as mudas sobre o IAC 313
apresentaram maior fotossintese liquida (Pn) as 13hs, associada a maiores valores de
transpiracdo (E) e condutancia estomatica (gS) no periodo da tarde, se comparadas as outras
mudas. No entanto, sob salinidade os pardmetros de trocas gasosas indicam forte restrigdo da
Pn associada com fechamento estomatico, como indicado pelas menores taxas de transpiracdo
(Figura 7C) e valores de condutancia estomatica (Figura 7B).

Nas plantas cultivadas na auséncia do sal a pressao intercelular de CO2 (Figura 7D) foi
mantida estdvel no periodo da manhd e apresentou leve aumento no periodo da tarde,
indicando acimulo de CO2 no mesofilo foliar associado com a reducdo da assimilacdo de

carbono (menor Pn) no periodo da tarde. Por outro lado, nas plantas sob salinidade ocorreu
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uma suave reducdo do Ci durante o periodo da manha, sugerindo que a assimilacdo de CO-
nessa condicao (estresse salino) deve ter sido limitada pelo menor influxo de CO2 no meso6filo

devido ao forte fechamento estomatico, como mostrado pela severa reducéo do E e gS.
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Figura 7. Curvas diarias para fotossintese liquida (A - Pn), condutanica estomatica (B - gs), taxa de transpiragao
(C - E) e concentracdomintercelular de CO; (D - Ci) em plantas de videira da variedade Nubia enxertadas sobre
o0s porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4, cultivadas na auséncia de salinidade (0 mM e 80 mM) durante 30

dias em condigdes de casa de vegetacao.

3.4 Curvas de Pn e gS em respostas ao aumento da DFFFA em plantas enxertadas de
videira cultivadas na auséncia e presenca de salinidade.

Outro estudo foi realizado para avaliar a assimilagdes de carbono em respostas ao
incremento da luminosidade nas plantas crescidas na auséncia e presenca de sal, por meio de
curvas de Pn e gs em respostas ao aumento da DFFFA (Figura 8). Na auséncia do sal foi
observado um rapido aumento da fixacéo liquida de CO. com o incremento da luz, atingindo

valores de saturacdo para a Py de cerca de 14 pmol CO, m? s nas trés combinages em
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valores de DFFFA préximos de 1000 pumol de fotons m2 s (Figura 8A). Por outro lado, sob
salinidade a assimilagéo de carbono foi severamente reduzida e a saturacdo para a Pn foi
verificada ja com baixa luminosidade (500 pmol de fotons m? st). Porém, sob alta
luminosidade (2000 pumol de fotons m st) as mudas sobre o IAC 572 apresentaram valor
relativamente maiores de Pn se comparadas as outras combinagdes. Na auséncia de salinidade
as plantas sobre o IAC 572 apresentaram maiores incrementos da gS na faixa de baixa
luminosidade (até 200 pumol de fétons m2 s?), com tendencia de maiores valor desse
parametro (gS) mesmo em valores de elevada luminosidade (até 2000 pumol de fétons m2 s
1. Nas plantas submetidas a salinidade a capacidade de incrementos da gS em resposta a
aumentos da luminosidade foi severamente restringida, se comparado com as plantas
cultivadas na auséncia do sal (Figura 8B). Mesmo sob condicdes de salina, as mudas com o

porta-enxerto IAC 572 apresentaram maior gS sob luminosidade elevada (Figura 8B).
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Figura 8. Curvas de fotossintese liquida (A - Px) e condutanica estomatica (B - gs) em resposta ao aumento da
luminosidade (DFFFA — Densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativo) em plantas de videira da
variedade Nubia enxertadas sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4, cultivadas na auséncia (0 mM e

80 mM) durante 30 dias em condig¢des de casa de vegetacao.
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3.5 Mensuragdes ao longo do tempo de parametros de fluorescéncia da clorofila em

plantas enxertadas de videira cultivadas na auséncia e presenca de salinidade

Um estudo foi realizado ao longo do tempo para observar o comportamento da relagédo
(Fv/Fm), quenching fotoquimico (gP) e quenching ndo fotoquimico (NPQ) e taxa de
transporte de elétrons (ETR) através de anélises semanais durante 30 dias de tratamento salino.
Com relagdo ao gP, om o passar dos dias houve, uma forte reducéo para os trés porta enxertos
estudados quando comparados aos seus controles (figura 9A). A razdo Fv/Fm apresentou uma
tendéncia crescente até os 20 dias de tratamento salino, no entanto, houve uma queda
acentuada aos 25 dias, com destaque para o porta -enxerto SO4 no nivel de 80 mM (Figura
9B). O NQP apresentou um comportamento similar para o porta—enxerto SO4 para 0s niveis
mais elevados de NaCl. (figura 9C). Para a ETR, as mudas dos porta- enxertos IAC 313, IAC
572 controle e SO4 controle apresentaram as maiores taxas de transporte de elétrons aos 25
dias quando comparadas com os demais porta -enxertos nos maiores niveis salinos (figura
9D).
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Figura 9. Curvas ao longo do tempo de fluorescéncia varavel e fluorescéncia méaxima (A) do quenching
fotoquimico (B), quenching ndo fotoquimico (C) e taxa aparente de transporte e elétrons (D) em resposta ao
aumento de intensidade de luz (umol fotons m™ s) em mudas enxertadas de videira utilizando enxertos da
variedade Nubia enxertados sobre os porta-enxertos, IAC 313, IAC 572, SO4 submetidos a concentragdes
crescentes de NaCl (0, 40 e 80 mM) durante 30 dias, em condicGes de casa de vegetacéo.
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3.6 Mudancas no perfil de proteinas através de SDS-PAGE em mudas enxertadas de
videira na auséncia e presenca de salinidade.

O estudo de mudancas no perfil eletroferitos (SDS-PAGE) para proteinas foliares
mostrou que o efeito da salinidade na modulacdo da expressao de proteinas importantes para
a assimilagcdo de carbono foi influenciado pelo geotipo do porta-enxerto (Figura 10). Na
plantas enxertadas sobre os porta-enxertos IAC 313 e IAC 572 foi obeservado aumento na
expressdao do perfil de proteinas foliares nas plantas salinizadas comparadas as plantas
controles, com incremento mais expressivo para a subunidade maior (SMR) da Rubisco nas
plantas sob dose elevada (80 mM) de sal. Por outro lado, nas plantas enxertadas sobre o prota-
enxerto SO4 ocorreu uma aparente reducdo na abundancia de proteinas forilares, com
restricdo marcante para a SMR nas mudas expostas a 80 mM de NaCl se comparado as plantas
controles. Esses resultados sugerem que a modulacdo fotossintetica aqui observada deve ter
ocorrido associado a resticGes estomaticas e ndo estomaticas, principalmente a restricdo da
assimilacdo de CO- sob salinidade nas mudas sobre o porta-enxerto SOA4.

_ IAC 313 IAC572 SO4

NaCl - mM

Figura 10. SDS-PAGE mostrando mudangas na abundancia do perfil de proteinas foliares em plantas de videira
da variedade Nubia enxertadas sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4, cultivadas na auséncia (0) e
presenca de NaCl (40 e 80 mM) durante 30 dias em condi¢Bes de casa de vegetacdo. Observar destaques (seta)
indicando mudancas da abundéncia da subunidade maior da Rubisco em funcédo do sal e tipo de porta-enxerto.

Em cada poco foi aplicado 15 ul de amostra contendo %2 de extrato de proteina foliar.

3.7 Conteudos de clorofila a, b e totais em plantas enxertadas de videira cultivadas na
auséncia e presenca de salinidade
O conteudo de clorofilas foi afetado pela salinidade, um distarbio metabdlico que foi

também dependente do tipo de gendtipo utilizado como porta-enxerto (Tabela 8). Nas plantas
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enxertadas sobre os porta-enxertos IAC 313 e IAC 572 o teor da fragdo de clorofilas a foi
levemente reduzido nas mudas expostas a concentracdo mais elevada de NaCl (80 mM),
enguanto que nas mudas sobre 0 SO4 nao foi alterado. Por outro lado, o contetido de clorofilas
b ndo afetado pela salinidade nas trés combinac6es de enxerto/porta-enxerto avaliadas. O teor
total de clorofilas foi reduzido pela salinidade apenas nas mudas sobre 0s porta-enxertos 1ACs,
enquanto nas mudas sobre 0 SO4 ndo foi afetado. Como consequéncia do efeito diferencia do
sal nas fracdes de clorofilas a e b (reduziu clorofilas a porém néo afetou clorofilas b), a relacao
das fracdes de clorofilas a/b foi reduzida pela salinidade apenas nas mudas enxertas sobre 0s

porta-enxertos IACs (Tabela 8).

Tabela 8. Conteudos de clorofilas a, b, totais e relacdo clorofila a/b em mudas de videira da
variedade Nubia enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 expostas a
concentracdes crescentes de NaCl (0 — Controle, 40 mM e 80 mM), durante 30 dias em

condigdes de casa de vegetacéo.

Combinacdes NaCl Chl a Chlb Chl totais Chl a/b
mM (mg g MF)
0 1,39bA 0,52aA 1,92abA 2,81aA
Nubia/IAC 313 40 1,22bA 0,41aA 1,64bAB 3,02aA
80 1,12aB 0,46aA 1,59aB 2,43aA
0 1,33bA 0,39aA 1,73abA 3,38aA
Nubia/IAC 572 40 1,21bA 0,49aA 1,70bAB 2,47aA
80 0,99aB 0,36aA 1,36aB 2,79aA
0 1,46abA 0,49aA 1,95abA 3,03aA
Nubia/SO4 40 1,48bA 0,51aA 2,00bAB 2,933A
80 1,36aB 0,44aA 1,80aB 3,18aA
CV% 7,86 19,20 9,76 16,99

Médias seguidos de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si para cada porta- enxerto entre as
diferentes combinagdes. Médias seguidos de mesma letra maidscula na coluna ndo diferem entre si para os
niveis de salinidade entre as diferentes concentracfes de NaCl pelo teste de Tukey (p<0,05). Abreviacdo: CV:
coeficiente de variacéo.

3.8 Mudangas no potencial hidrico em plantas enxertadas de videira cultivadas na
auséncia e presenca de salinidade

A avaliacdo do potencial hidrico foliar mostrou que a salinidade afetou
significativamente o status hidrico das trés combinacdes de enxertos/porta-enxertos aqui
avaliadas plantas, com efeitos na conduténcia hidraulica das plantas. A exposi¢éo aos niveis

de sal moderado reduziu o potencial hidrico nas mudas sobre o IAC 313, e essa redugéo foi
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ainda maior nas mudas sobre os porta-enxertos IAC 572 e SO4. A reducdo do potencial hidrico
foi ainda maior nas plantas sob salinidade elevada (80 mM), em intensidade similar nos trés
tipos de mudas avaliados (Tabela 9). Essa redugdo do W20 ocorreu associado a redugdes

severas da condutancia estomatica associada a fotossintese liquida.

Tabela 9. Potencial hidrico (WH20) em folhas de mudas de videira da variedade Nubia
enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4 submetidas a concentragdes

crescente de NaCl (0 — Controle, 40 mM e 80 mM), durante 30 dias em condicdes de casa de

vegetacao.
- NaCl YH20
Combinacodes MM “MPa
0 - 0,066 bA
Nubia/lAC 313 40 -0,214 bB
80 - 0,539 bC
0 - 0,115 abA
Nubia/IAC 572 40 - 0,460 aB
80 - 0,628 aC
0 - 0,168 aA
Nubia/SO4 40 - 0,446 aB
80 - 0,558 abC

Médias seguidos de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si para cada porta- enxerto entre as
diferentes combinagdes. Médias seguidos de mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si para os
niveis de salinidade entre as diferentes concentragGes de NaCl pelo teste de Tukey (p<0,05). Abreviacdo: CV:
coeficiente de variacéo.

3.9. Danos e protecdo oxidativa em folhas de mudas enxertadas de videira sob
salinidade

A ocorréncia de peroxidacdo lipidica foliar, indicada pelo contelido de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), apresentou significativo aumento nas plantas
expostas a salinidade nas trés combinacdes de enxerto/porta-enxerto, uma resposta
influenciada pelo porta-enxerto (Figura 11A). Nas mudas enxertadas sobre os porta-enxertos
IAC 313 e IAC 572 o teor de TBARS foi similarmente aumentado em cerca de 4 e 7 vezes
sob 40 e 80 mM de NaCl, respectivamente, comparado aos respectivos controles. As plantas
sobre o porta-enxerto SO4 submetidas a 40 mM do sal apresentaram aumento médio 4 vezes
do teor de TBARS, porém esse incremente foi menor (cerca de 2 vezes) nas plantas expostas
a 80 mM, se comparado as plantas controles.

Com relacdo ao conteudo de glutationa reduzida (GSH), um importante antioxidante
ndo enzimatico, as mudas enxertadas sobre os porta-enxertos IACs ndo apresentaram

mudancas significativas no teor desse antioxidante, comprado aos respectivos controles
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Conteudo de TBARS

(umol g MF)

(Figura 11B). Porém, as mudas enxertadas sobre o porta-enxerto SO4 apresentaram aumento
médio de 135% no contelido de GSH sob salinidade moderada e elevada, comprado as plantas

controles.
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Figura 11. Conteldos de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (A) e de glutationa reduzida (B) em folhas
de mudas enxertadas de videira utilizando enxertos da variedade NUbia enxertados sobre os porta-enxertos, IAC
313, IAC 572, SO4, submetidos a concentragdes crescentes de NaCl (0, 40 e 80 mM) durante 30 dias em
condicGes de casa de vegetacao.

A salinidade também afetou o conteudo de ascorbato total e modulou os teores das
fracbes reduzida e oxidada desse antioxidante ndo enzimatico, mudancas que foram
influenciadas pelo porta-enxerto (Tabela 10). As mudas enxertadas sobre os porta-enxertos
IAC 313 e IAC 572 apresentaram redug6es do conteddo de ascorbato total sob salinidade
elevada (80 mM), comparado aos respectivos controles, enquanto que nas mudas sobre 0 SO4
0 teor de ascorbato total ndo foi afetado pelo sal. Nas mudas sobre os IACs a fracdo de
ascorbato reduzida apresentou um leve aumento (cerca de 18%) sob salinidade, enquanto que
nas mudas com o SO4 aumento cerca de 107% sob salinidade, se comparado aos respectivos
controles. A fracdo de ascorbato oxidado foi severamente reduzida (cera de 50%) nas mudas
sobre os porta-enxertos IACs, porém essa reducao foi menor (cerca de 17%) nas mudas sobre
0 SO4, em relacdo aos respectivos controles. Com relacdo ao estado redox do ascorbato,
representado pela relacdo dos teores de ascorbato reduzido/ascorbato total, as mudas
apresentaram incrementos médios de cerca de 100% em respostas a salinidade, comparado

aos respectivos controles (Tabela 10).
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Tabela 10. Conteudo de ascorbato total, reduzido (ASC) e oxidado (DHA) e relacdo do teor
de ascorbato reduzido em relagéo ao contetdo total (Reduzido/Total) em folhas de mudas de
videira da variedade Nubia enxertada sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572 e SO4
submetidas a concentracGes crescente de NaCl (0 — Controle, 40 mM e 80 mM), durante 30
dias em condicOes de casa de vegetacao.

Combinacdes NaCl Total Reduzido Oxidado Reduzido/Total
mM (umol g* MF) (%)
0 9,23aA 1,56abA 8,11aA 18,029aC
Nubia/IAC 313 40 9,34aAB 1,75aA 8,24aAB 17,569aB
80 6,08aB 2,10bA 4,64aB 31,360aA
0 12,71aA 1,80aA 9,58aA 16,065aC
Nubia/IAC 572 40 8,04aAB 1,83aA 6,54aAB 22,020aB
80 6,88aB 2,02bA 4,52aB 30,752aA
0 8,59aA 1,04bC 8,18aA 11,798aC
Nubia/SO4 40 9,77aAB 2,33aB 6,43aAB 27,264aA
80 8,86aB 2,71aA 6,81aB 23,142aB
CV% 23,74 14,54 29,57 22,30

Médias seguidos de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si para cada porta- enxerto entre as
diferentes combinagdes. Médias seguidos de mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si para os
niveis de salinidade entre as diferentes concentragdes de NaCl pelo teste de Tukey (p<0,05). Abreviacdo: CV:
coeficiente de variagéo.

4. DISCUSSAO

A salinidade é um dos principais fatores abio6ticos que causa reducdo no crescimento
e desenvolvimento das plantas, além de distdrbios bioquimicos e fisioldgicos complexos
(ISAYENKOV e MAATHUIS, 2019). Neste estudo, a salinidade afetou o crescimento de
todos os porta -enxertos, quando crescidos em condic¢des de adicdo do NaCl. Estes resultados
também foram observados em plantas de améndoa doce, porta -enxertos de tangerina, videira
e em clones de eucalipto, quando submetidas ao nivel de sal mais elevado ( ZRIG et al., 2016;
SHAHID et al., 2018; ANOWER et al., 2017; LACERDA, 2016).

No geral, a reducdo do crescimento das plantas, principalmente glicofitas, é devido ao
estresse osmatico, que pode causar déficit hidrico e consequentemente alteracdes transitérias
de agua para a planta, além de desordem nutricional (MUNNS, 2002). Isto pode ser observado
neste estudo, através dos dados do potencial hidrico, onde foi reduzido com o aumento da
salinidade. A redugédo do potencial hidrico da planta Ww esta diretamente relacionado ao
estresse osmatico que causa limitacdo do fluxo de &4gua na planta (KONGSRI et al., 2013).
Os resultados para o potencial hidrico observados nesse trabalho estdo de acordo com 0s
encontrados por (CRAMER et al., 2007; CHAVES et al., 2009) estudando videiras durante o
estresse salino.

Com relagdo aos sintomas visuais, com 0 avanco do estresse, a salinidade pode causar
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0 amarelecimento do tecido e posteriormente a queima das bordas foliares (DE PASCALE et
al., 2013; TESTER e DAVENPORT, 2003). No porta—enxerto IAC 313 foram observados
clorose e ressecamento das folhas na dose mais elevada de sal, considerados sintomas tipicos
do estresse salino. Tais resultados foram também observados por FERREIRA et al., (2019)
em um estudo com cultivares de morango, onde 0s genotipos mais sensiveis apresentaram a
queima das bordas foliares seguida de clorose e em plantas de videiras nos niveis mais
elevados de salinidade (UPADHYAY et al., 2018). Esses sintomas também podem estar
relacionados ao acumulo de CI" principalmente nas folhas, (MAAS et al., 1977; WALKER et
al., 2010). onde a videira é sensivel ao CI" principalmente nas folhas. Neste estudo, 0s trés
porta- enxertos estudados apresentaram aumento de maneira similar no contetdo de Cl- para
todas as partes da planta, no entanto, as folhas apresentaram um maior contetdo desse ion
qguando observado isoladamente.

Um alto acimulo de sal no tecido, reduz a eficiéncia da planta, ocasionando reducgéo
na absorcdo de nutrientes devido o estresse hidrico causado pelo excesso de ions no tecido
(MUNNS e TESTER, 2008). Um dos mecanismos de sobrevivéncia da planta nestas
condicdes, € a exclusdo e/ ou a compartimentalizacdo desses ions em 6rgdos da planta. Nos
genotipos IAC 572 e SO4 o acumulo de sal foi mais acentuado nas raizes e caules quando
comparados com 0 genotipo 313. Isso pode ser considerado uma estratégia de tolerancia
dessas plantas ao estresse, visto que esse mecanismo pode ser conferido por um gene
dominante com capacidade de limitar ou compartimentalizar o Na* nas raizes e brotos
(LIANG et al., 2018). No entanto, sob salinidade elevada as taxas de acimulo diario TAD de
K™ foram acentuadamente reduzidas, apresentado valores negativos no caso da IAC 313, isso
pode ser explicado como um ponto negativo do efeito do sal acumulado nesse 6rgao da planta.

O potéassio (K*) € um dos macronutrientes mais abundantes nas plantas e importante
para o crescimento e desenvolvimento, constituindo até 10% da massa seca da planta (VERY
e SENTENAC, 2003). No estudo, tanto o contetido de K™ como a taxa de acimulo de K* foi
reduzido nas raizes das plantas enxertadas, esse comportamento também foi observado por
(ALVES et al., 2008) em clones de cajueiro precoce sob salindiade. Isso pode explicado,
porque em condicdes de ambiente salino, o Na* pode causar uma reducdo na absor¢do de K*
devido a competicao pelos mesmos locais de transporte e similaridade de cargas, e em algumas
situacOes, pode favorecer a uma reducdo no contetdo de K* (SOLIS et al., 2020) além de
disso, tem papel inibitério da atividade de transportadores de K* (AKT1 e KAT1) na membrana

plasmatica na regido das raizes (BRINI e MASMOUDI, 2012). Em alguns estudos € relatado
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que o transporte e translocacdo desses ions no xilema é um fator que pode ser decisivo na
tolerancia das plantas a salinidade (ASSAHA et al., 2017).

Neste estudo, foram realizadas medidas ao longo do dia para fotossintese, condutancia
estomatica, transpiracao e concentracdo intercelular de CO3, e foi observado que as plantas
313 na auséncia do tratamento salino, apresentaram valores maiores para esses parametros,
no entanto, quando submetidas aos niveis de sal, foram reduzidos. Esse comportamento foi
observado em plantas de alfafa quando submetidas a salinidade severa, a condutancia
estomatica reduziu drasticamente (ANOWER et al., 2017) e em cultivares de pimenta ao passo
que os niveis salinos foram aumentados os valores de fotossintese liquida e condutancia
estomatica foram reduzidos (BAATH et al., 2017). Alguns fatores podem estar relacionados
com essas reducdes, como: mudancas na composicdo dos pigmentos devido a restricdo do
CO- e limitagdo estomaética que podem ser governadas por horménios produzidos nas raizes
que sdo transportados até as folhas (CHAVES et al.,, 2009; FUSARO et al., 2014).
Paralelamente as varidveis de fotossintese liquida, condutancia estomética e transpiracdo
foram bastante afetadas pela salinidade ao final do dia, esses comportamentos também podem
esta relacionados ao horarios do dia, SOUSA et.al (2019) observaram a mesma tendencia para
mudas de cajueiro ando sob salinidade.

Para as avaliacbes da assimilacdo de carbono em resposta ao incremento de
luminosidade e DFFFA, o sal afetou negativamente a eficiéncia de carbonizacao instantanea
de plantas submetidas ao tratamento salino. Tais resultados foram similares aos de AMORIM,
(2018) estudando quatro porta- enxertos de videiras em condi¢bes de salinidade. Este
comportamento pode estar relacionado ao declinio da condutancia estomética ou danos
causados nas estruturas dos cloroplastos em decorréncia do estresse salino e o decréscimo na
concentracdo intercelular de CO2 pode levar uma queda na fotossintese liquida e também
reducdo da atividade da Rubisco (MACHADO et al., 2009).

No experimento, foi realizado um estudo ao longo do tempo com o intuito de observar
0 comportamento de parametros da fluorescéncia da clorofila. O quenching fotoquimico (gP),
é responsavel pela dissipacdo de excesso de energia antes que cause algum dano no aparato
fotossintético (TAIZ e ZEIGER, 2017). Esse comportamento ndo foi observado no presente
estudo, pois esse parametro sofreu uma queda nos primeiros dias de tratamento e se manteve
numa faixa estavel ao longo de 25 dias.

Com relacédo ao rendimento quantico potencial do PSII (Fv/Fm) do porta—enxerto SO4

sofreu uma reducéo de 0,74 (elétrons quantum 1), aos 25 dias de tratamento com NaCl.
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Geralmente, plantas submetidas a estresse salino, observa-se reducdo no rendimento quéantico
do fotossistema Il (Fv/Fm). Este comportamento pode estar relacionado com o fechamento
estomatico, aumento de peroxidacdo lipidica e consequentemente reducao da assimilacdo de
CO2 (CRUZ et al.,, 2009). LIMA et al., (2019), observou este mesmo comportamento
estudando a eficiéncia fotoquimica em mudas de algodoeiro sob estresse salino. De acordo
com SANTOS et al., (2010), o indice limite de estabilidade sem que ocorra dano ao aparato
fotossintético fica em torno de 0,75 (elétrons quantum 1), pois quando o aparato fotossintético
apresenta valores de (Fv/Fm) entre 0,75 e 0,85 pode ser considerado uma condi¢cdo normal
REIS & CAMPOSTRINI (2011),

Algumas espécies tolerantes mantém ou aumentam o seu contetido de clorofila a fim
de manter a homeostase do processo de fotossintese, enquanto que nas espécies mais sensiveis
ocorre diminuicdo, agravando ainda mais os efeitos do estresse na planta (ACOSTA-MOTOS
etal., 2017). No estudo, uma reducdo do contetdo de clorofilas foi observada mais fortemente
nos porta- enxertos IACs nos niveis salinos mais elevados.

As mudancas na abundancia do perfil de proteinas, no estudo, a IAC 313 e IAC 572
tiveram um aumento na experssdo do perfil de proteinas nas folhas quando comparadas as
plantas controles, no entanto, foi observado um comportamento contrério para o porta enxerto
SO4. Estresses ambientais podem causar uma inativacdo de maneira reversivel ou
inrreversivel na rubisco, quando a degradacdo é irreversivel essa protéina é totalmente
degradada, sendo necessario sua substituicdo por outras subunidades para assim voltar
novamnete a funcdo da fotossintesse. YAN et al., (2006) observaram em uma analise
protéomica em arroz submetida a estresse por frio, uma redugdo reducdo na expressdo do
perfil de proteinas nas plantas mais estressadas e que danos a esses componentes afetou a
atividade fotossintética das plantas.

Os niveis dos antioxidantes podem sofrer alteracdo sob condi¢cBes aumentam a
producdo de espécies reativas de oxigénio, podendo ocorrer um aumento associado com a
protecdo oxidativa em plantas tolerantes ou uma diminuicdo em plantas mais sensiveis
(ACOSTA-MOTOS et al., 2017). Nesse estudo foi observado um aumento do teor de TBARS
foliar nas mudas sobre 0s trés porta-enxertos sob salinidade, porém esse incremento foi menos
intenso nas mudas com o SO4. O acimulo de TABRS é um marcador celular de danos
oxidativos envolvendo a peroxidardo de lipidios de membranas, o que pode resultar em
alteraces estruturais/funcionais da membrana plasméatica bem como membranas de diferentes

organelas (FOYER, 2018). Assim, o resultado pode indicar um menor dano oxidativo
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associado a uma melhor protecdo oxidativa em folhas nas mudas enxertadas sobre o porta-
enxerto SO4 expostas a salinidade.

Com relacdo a protecdo oxidativa ndo enzimatica, aqui avaliada pelos antioxidantes
ascorbato (ASC) e glutationa (GSH), os dados mostram que as mudas sobre 0 porta-enxerto
SO4 apresentaram maior acumulacdo desses antioxidantes (relativa ao respectivo controle)
em resposta ao sal. Sob salinidade, o contetdo de GSH foliar ndo foi alterado nas mudas sobre
0s porta-enxertos IACs, porém apresentou forte incremento (2x) nas mudas com o SOA4.
Resultado similar foi observado para o contetdo de ascorbato reduzido (ASC), com aumentos
superiores a 100% em relacdo ao controle para as mudas sobre 0 SO4 expostas a salinidade.
A glutationa reduzida (GSH) representa uma importante fonte de grupos tidis (SH) livres na
célula, que podem reagir diretamente com EROs neutralizando seu potencial oxidativo sobre
moléculas e estruturas celulares (HASANUZZAMAN et al., 2019). Além disso, moléculas de
GSH sdo constituintes do ciclo ascorbato-glutationa, a qual é a principal via metabdlica
envolvida na protecdo oxidativa celular (ZECHMANN, 2017).

O conteudo de ascorbato total foi reduzido pela salinidade nas mudas sobre 0s porta-
enxertos IACs, porém ndo foi alterado nas mudas com o SO4. Esse resultado pode estar
associado ao maior incremento da forma de ascorbato reduzido nas mudas sobre o SO4 sob
salinidade se comparado aos demais porta-enxertos. O ascorbato reduzido (ASC) apresenta
poder antioxidante (com equivalente redutor) que pode atuar na protecdo oxidativa de forma
ndo enzimatica (reacdo direta com EROSs) ou enzimatica, como doador de eletrons para as
enzimas peroxidases do ascorbato (APXs), sendo considerado o antioxidante ndo enzimatico
mais importante da célula vegetal (NOSHI et al., 2017). Nesse estudo, a estabilidade do teor
de ascorbato total associada ao maior aumento relativo da fragéo de reduzida nas mudas com
0 SO4 sob salinidade, pode indicar a influéncia desse gendtipo na modulacdo de vias de
biossintese e/ou regeneracdo do ascorbato reduzido quando utilizado como porta-enxerto.
Esse efeito pode ter contribuido para uma maior prote¢do oxidativa do tecido foliar das mudas
sobre esse genotipo se comparado aos demais porta-enxertos.

Essa informagdo do efeito do porta-enxerto na aparentemente inducdo da protegédo
oxidativa da parte aérea da planta enxertada pode indicar que esse genétipo (SO4) pode ser
mais aclimatado para uso em condi¢des de salinidade. Além disso, o impacto do genotipo do
porta-enxerto na modulacdo metabdlica (envolvendo a expresséo génica, sintese de proteinas
e metabdlitos em geral) da parte aérea de plantas enxertadas ainda é uma area do metabolismo

vegetal ainda bastante desconhecida. Assim, estudos como esse que sugerem o envolvimento
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direto/indireto do gendtipo do porta-enxerto na modulacéo de processo celulares foliares de

plantas enxertadas podem contribuir para esse entendimento.

5. CONCLUSOES

Os dados mostram que a restrigdo de crescimento das trés combinagdes sob salinidade
foi mais devido a reducéo de MS de raizes e folhas, com efeitos mais severos em raizes das
mudas com o SO4. Sob salinidade elevada ocorreu forte acumulacdo de Na* e CI" nas plantas
com os trés porta-enxertos, porém o teor de Na* foliar e de CI" radicular foi menor nas mudas
com SO4, indicando o efeito do porta-enxerto no controle da acumulacdo de ions salinos
toxicos em érgdo importantes para o crescimento, como raizes e folhas. Porém, no caso das
mudas com SO4 a restricdo de crescimento radicular das mudas néo foi associada ao excesso
de Na* foliar e/ou CI" radicular. Sob salinidade o excesso de Na* na planta ocorreu associado
a reducdes no teor de K™ nas trés combinagdes, principalmente em raizes. Esse antagonismo
K*/Na" radicular foi maior nas mudas com o IAC 572 sob sal moderado (40 mM), indicando
menor seletividade K*/Na* na absorcéo para esse nivel de sal desse genotipo.

Com relacdo as trocas gasosas, os resultados mostram que as plantas apresentam maior
Pn no periodo da manha, associada a maior E e gs, com forte restricdo da assimilacdo de CO>
sob salinidade ao longo do dia. A salinidade afetou os parametros de atividade fotoquimica
(gP, NPQ e ETR) e modulou o conteudo de Rubisco, indicando restri¢ces da fotossintese por
processos ndo estomaticos. Nas mudas com IAC 313 e 572 ocorreu aumento da Rubisco,
enguanto nas mudas com SO4 ocorreu reducdo sob salinidade, indicando efeito do porta-
enxerto na modulacdo dessa proteina. Porém, as mudancas no teor da Rubisco influenciado
por ambos salinidade/porta-enxerto aparentemente nao foi relacionado com a fixacéo de CO-.

A modulacao oxidativa também foi influenciada pelo pora-enxerto, as mudas sobre o
SO4 apresentaram menor danos oxidativo (TBARS) associado a maior acimulo de GSH e
ASC sob salinidade, indicando maior protecdo ndo enzimatica. Por fim, o estudo mostra que
arestricdo de crescimento foi associada a forte acumulagédo de Na* e CI- e antagonismo K*/Na*
em plantas de videira sob salinidade. Dentre os porta-enxertos avaliados, o0 SO4 apresentou
maior restricao do fluxo de Na* para folhas, associado a menor danos oxidativo sob salinidade
elevada. Em adic&o, o estudo revela ainda importantes componentes estomaticos (E e gS) e
ndo estomaticos, parametros fotoquimicos (qP, NPQ e ETR) e bioquimicos (Rubisco),

envolvidos na limitacdo fotossintética da videira sob salinidade.
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Figura suplementar 1. Alocacao relativa (%) de massa seca (MS) dos orgéos raizes, caules
e folhas de plantas de mudas de videira da variedade Nubia enxertada sobre 0s porta-enxertos
IAC 313, IAC 573 e SO4 submetidas a concentracdes crescente de NaCl (0 — Controle ou 80
mM), durante 30 dias em condicdes de casa de vegetagao.
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