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RESUMO GERAL

A salinidade dos solos é um dos estresses ambientais mais importantes para a agricultura em
todo mundo sobre tudo no semiarido, reduzindo a produtividade de inimeras espécies
vegetais. Portanto, uma regulagdo precisa da resposta ao estresse salino representa um passo
chave para a adaptacéo e sobrevivéncia vegetal. A videira é uma das culturas mais difundidas
mundialmente. Pouco se sabe sobre os processos fisiol6gicos envolvidos na absorcdo seletiva
entre os ions K* e Na* associados a excluséo e particdo de ions Na* e CI e a interagdo desses
mecanismos em videiras sob salinidade, o que pode ser um diferencial na tolerancia para esta
cultura. O presente estudo teve como objetivo elucidar os mecanismos de resisténcia entre
dois gendtipos contrastantes de porta-enxerto de videira, IAC 313 e Paulsen 1103, sob
salinidade, atraves de trés experimentos. No experimento | foi estudado a relacdo entre a
seletividade K*/Na™ nos porta-enxertos com os distdrbios fotossintéticos, permitindo mostrar
se gendtipos com melhor homeostase idnica sob salinidade, possuem mecanismos fisiologicos
de protecéo a processos envolvidos com a assimilagéo de COz. O experimento |1 foi realizado
de maneira complementar aos resultados do primeiro estudo, onde o objetivo foi caracterizar
a afinidade diferencial na absorcdo do K* na ausencia de presenca do Na* entre os dois porta-
enxertos de videira. O experimento Ill foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito do
aumento externo do K* em evitar a abosorcao excessiva de Na* sob salinidade. Os resultados
mostram que o contraste diferencial na tolerancia entre os dois porta-enxertos de videira esta
associado a absorcdo i6nica seletiva entre 0 K e o Na* combinadas ao mecanismo de

exclusao e particdo de ions tdxicos Na* e CI resultando numa melhor tolerancia a salinidade.

Palavras-chave: Tolerancia a salinidade, Toxicidade ibnica, Trocas gasosas, Homeostase de

ions.



GENERAL ABSTRACT

Soil salinity is one of the most important environmental stresses for agriculture worldwide,
especially in the semiarid region, reducing the productivity of numerous plant species.
Therefore, a precise regulation of the response to salt stress represents a key step for plant
adaptation and survival. The vine is one of the most widespread crops worldwide. Little is
known about the physiological processes involved in the selective absorption between K* and
Na* ions associated with the exclusion and partition of Na™ and CI" ions and the interaction of
these mechanisms in grapevines under salinity, which can be a differential in tolerance for this
crop. The present study aimed to elucidate the resistance mechanisms between two
contrasting genotypes of vine rootstock, IAC 313 and Paulsen 1103, under salinity, through
three experiments. In experiment I, the relationship between K*/Na* selectivity in rootstocks
and photosynthetic disorders was studied, allowing to show whether genotypes with better
ionic homeostasis under salinity have physiological mechanisms to protect the processes
involved with the assimilation of CO2. Experiment Il was carried out in a complementary way
to the results of the first study, where the objective was to characterize the differential affinity
in K™ absorption in the absence of Na* between the two grapevine rootstocks. Experiment 111
was carried out with the objective of evaluating the effect of the external increase of K* in
avoiding excessive Na® absorption under salinity. The results show that the differential
contrast in tolerance between the two vine rootstocks is associated with selective ion
absorption between K* and Na® combined with the exclusion and partition mechanism of

toxic ions Na* and CI" resulting in a better tolerance to salinity.

Keyword: Salinity tolerance, ionic toxicity, gas exchange, ion homeostasis.
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INTRODUCAO GERAL

Atualmente, a salinidade do solo € um dos fatores abidticos de maior importancia, pois
limita a producdo vegetal em todo mundo, abrangendo quase 7% da éarea total do globo,
correspondendo a 800 milhGes de hectares de terra que séo afetados pela salinidade do solo
(MUNNS, 2005). Dessa forma, atingir a tolerancia ao sal é fundamental para a produtividade
agricola mundial e o uso e o desenvolvimento de cultivares tolerantes ao sal tem sido uma
alternativa. Programas de melhoramento visam o desenvolvimento de culturas mais tolerantes
ao sal, que contribua com uma producdo de rendimento vidvel, ainda que em condicdes
adversas como salinidade, embora seja dificil devido a natureza geneticamente complexa dos
mecanismos de tolerancia ao estresse (SEQUERA-MUTIOZABAL et al., 2017).

Plantas tolerantes a salinidade sdo aquelas capazes de crescer, se desenvolver e
completar seu ciclo de vida em um substrato contendo altas concentragdes de sal (PARIDA,;
DAS, 2005). As plantas apresentam respostas complexas quanto a capacidade de tolerancia a
salinidade e podem diferir quanto a espécie e quanto ao genotipo.

A videira é uma cultura difundida mundialmente, em 2014 foi produzindo cerca de 74
milhdes de toneladas de uva em todo o0 mundo (FAO, 2014). Embora classificada como planta
de clima temperado, as videiras demonstram grande capacidade adaptativa em ambientes com
condicdes climaticas distintas, o que possibilita 0 seu cultivo em areas onde as condi¢cdes do
ambiente sejam razoavelmente favoraveis (LOUREIRO, 2016). Sob condicdes de salinidade,
sabe-se que a videira é sensivel, mostrando um decréscimo em seu crescimento (WALKER et
al., 2004).

Estudos realizados em videira sob salinidade abordam principalmente a toxicidade
causada pelo ion CI" (WALKER et al., 2004), enquanto que para a maior parte das culturas
glicéfitas o foco maior seja na exclusdo de Na* do que o CI' (MUNNS, GILLIHAN, 2015; LI
et al., 2017). Estudos sobre a salinidade em videiras abordam também, os impactos sobre o
rendimento, composicdo quimica e qualidade dos frutos (STEVENS et al., 2016; MIRAS-
AVALOS; INTRIGLIOLO ,2017).

Pouco se sabe sobre as disfungdes fisioldgicas em ocasionadas em videiras decorrentes
da toxixidade causada por Na*. Dessa forma, Amorim (2018) estudando a influéncia do porta-
enxerto na resisténcia a salinidade em mudas de videira enxertada, observou dentre as quatro
variedades testadas (IAC 313, IAC 572, Paulsen e SO4) distingdo com relagdo a absorcédo e
alocacdo de Na*. Quando expostas a salinidade, o porta-enxerto do tipo IAC 313 mostrou-se

mais resistente, enquanto que o porta-enxerto do tipo Paulsen apresentou um maior acimulo
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de Na* nos tecidos, refletido em um menor crescimento, reducfes mais expressivas nos
pardmetros fotossintéticos combinados com um menor acimulo de K* na parte aérea, quando
comparado com a variedade IAC 313.

A capacidade de exclusdo e particdo de Na* e CI sdo estratégias desenvolvidas pelas
plantas sob condi¢Bes salinas, evitando o acimulo do ion em tecidos que comprometam a
fisiologia da planta. A manutencdo de uma nutricdo adequada de K* sob condicdes salinas
resultando assim na homeostase K*/Na* reflete em uma maior tolerancia ao sal, uma vez que
0 K" esta diretamente relacionado a fungfes meabdlicas essenciais e 0 excesso de Na*™ no
meio interfere na absor¢do K*, além de causar toxixidiade idncia (FERREIRA-SILVA, et al.,
2009). Ainda ndo foram realizados estudos que abordem os mecanismos de tolerancia a
salinidade em porta-enxertos de videira (Vitis vinifera L.), caracterizando a seletividade
K*/Na*, correlacionado com exclusdo de Na* e CI. Dessa forma, o objetivo do nosso trabalho
é elucidar os mecanismos de resisténcia a salinidade caracterizando a seletividade na absorgao
de Na" e K™ em conjunto com os mecanismos de excluséo de ions Na* e CI" em porta-enxertos

de videira (Vitis vinifera L.).

HIPOTESE E OBJETIVOS

HIPOTESE

Porta-enxertos de videira mais resistentes a salinidade apresentam maior seletividade
K*/Na* combinados a exclusdo de Na* e CI" associada a crescimento, homeostase ibnica e

eficiéncia fotossintética.

OBJETIVO GERAL

Demonstrar que a resisténcia diferenciada a salinidade entre porta-enxertos de videira
estd associada a mecanismos fisioldgicos envolvidos com seletividade, particdo e alocacdo

ibnica necessarios @ homeostase, eficiéncia fotossintética e crescimento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v"Avaliar o padrdo de alocacdo de Na*, K" e ClI" em dois porta-enxertos de videira

contrastantes na resisténcia a salinidade quando cultivados na auséncia e presenca de
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estresse salino;

Estimar a seletividade K'/Na* em planta de dois porta-enxertos de videira
contrastantes na resisténcia a salinidade quando cultivados na auséncia e presenca de

estresse salino;

Caracterizar o influxo de K™ no tempo pelas raizes de dois porta-enxertos de videira,
na auséncia e presenca de NaCl, diferindo na resisténcia a salinidade;

Avaliar mudancas nas trocas gasosas pela conduténcia estomatica (gs), transpiracdo
(E), assimilacdo de CO2 (Pn), concentracdo intercelular de CO2 (Ci) e estimativas da
eficiéncia de carboxilagéo instantanea (Pn/Ci) e uso de &gua (Pn/E) em dois porta-

enxertos contrastantes na resisténcia ao salna auséncia e presenca de estresse salino.

Estimar os pardmetros da eficiéncia da fotossintese, taxa méaxima de carboxilagdo da
Rubisco (Vemax), taxa maxima de transporte de elétrons (Jmax) € fotossintese maxima
(Pnmax), @ partir das curvas Pn/Cy e Pn/DFFFA em dois porta-enxertos de videira

contrastantes na resisténcia ao sal cultivados na auséncia e presenca de estresse salino;

Avaliar a eficiéncia fotoquimica através da eficiéncia quantica maxima efetiva do
PSII Y(II), taxa aparente de transporte e elétrons (ETR), quenching fotoquimico (qP) e
ndo fotoquimico (NPQ) em dois porta-enxertos de videira contrastantes na resisténcia

ao sal cultivados na auséncia e presenca de estresse salino;

Estimar os contetdos de clorofilas a, b, totais em dois porta-enxertos de videira
contrastantes na resisténcia ao sal quando cultivados na auséncia e presenca de

estresse salino.
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CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA: EFEITOS DA SALINIDADE SOB AS
PLANTAS E A IMPORTANCIA DOS MECANISMOS DE TRANSPORTE DE K* E
Na* NA RESISTENCIA E HOMEOSTASE IONICA

1. ASALINIDADE DOS SOLOS

1.1 Impactos da saliniade na produtividade agricola

A salinizacdo dos solos é um dos problemas mais preocupantes relacionados a
producéo vegetal em todo mundo (GUPTA; GOYAL, 2017). Dados da FAO (2016) revelam
que dos 230 milhGes de hectares de terra irrigada atualmente, 45 milhdes de ha (19,5%) ja
foram danificados pelo sal. Dentre os fatores abioticos, a salinidade dos solos decorrente do
excesso de sais presente na solucdo dos solos € um dos estresses ambientais mais agressivos
para a sustentabilidade da agricultura mundialmente, especialmente em areas semiaridas
(MUNNS; GILLIHAM 2015), pois em regifes aridas e semiaridas oS volumes de
evapotranspiracdo excedem o0s volumes de precipitacdo ao longo do ano, favorecendo a
salinizagdo dos solos (HANIN, 2016).

A solucdo dos solos das regifes aridas e semiaridas normalmente apresentam 0s
seguintes sais soliveis: sodio (Na*), céalcio (Ca?*), magnésio (Mg?"), potassio (K*), cloreto
(CI", sulfato (SOs?), bicarbonato carbonato (HCOs), borato (BOs*) e nitrato (NOg)
(FERREIRA et al., 2016). Os mais encontrados de maneira associada sdo NaCl, CacCly,
MgClz, Na2SO4 e MgSO4 (MARTINEZ et al., 2016). Apesar da ocorréncia de inimeros sais
em solos salinos em concentragdes notaveis, ha uma predominancia fregiiente do NaCl (WU,
2018).

Os sais podem surgir no solo de forma natural, no subsolo - salinizacdo primaria, ou
serem introduzidos — salinizacdo secundaria — decorrente de a¢des antropicas, como pratica de
adubacdo do solo, uso de fertilizantes inorganicos e, principalmente, irrigacdo com agua
salobra (LIANG et al., 2018). As alteracGes quimicas mais importantes induzidas pelos solos
salinos as plantas sdo provenientes da composicdo e balanco de cations nos complexos de
troca e na solucdo do solo, com implicagbes no pH, na capacidade de troca de ions e na
disponibilidade de nutrientes (BARRAGAN et al., 2012; CAO, et al., 2016).

O componente sodio do NaCl nos solos exerce um efeito téxico na maioria das plantas
principalmente pela ocorréncia simultdnea dos estresses osmotico e ibnico em resposta ao

estresse salino decorrente do Na™ (BLUMWALD, 2000; HASEGAWA et al., 2000; MUNNS;
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TESTER, 2008). Porém, em algumas plantas lenhosas, o cloreto CI" apresenta-se como sendo
0 ion mais nocivo, como observado nos géneros Citrus e Vitis (videira) (WHITE;
BROADLEY, 2001). O desenvolvimento das plantas em solos com concentragdes elevadas de
sais é prejudicado primariamente pela ocorréncia do efeito osmotico, que blogueia a absorgéo
da agua por parte do sistema radicular, seguido pelo efeito toxico que corresponde ao acumulo
excessivo de sais na planta, provocando a toxicidade, alteracbes nutricionais, bioquimicas e
fisiolégicas (MUNNS; TESTER, 2008).

1.2 Respostas das plantas a salinidade

Segundo a literatura, embora as estrategias de tolerancia a salinidade sejam restritas
para a maioria das cultivares, podem surgir variabilidades genéticas dentro da espécie. O
periodo relevante para que sejam notadas as respostas entre genotipos distintos vai depender
do teor de salinidade e do nivel de resisténcia das espécies ao sal (MUNNS; GILLIHAM,
2015). Dessa forma, as plantas foram divididas em dois grandes grupos com base no grau de
tolerancia que cada espécie venha a apresentar em decorréncia da salinidade: em halofitas e
glicofitas (FLOWERS et al., 2015).

Espécies glicofitas ndo crescem sob altos niveis de sal e englobam a maior parte das
plantas cultivadas, apresentando inibicdo parcial ou total em seu desenvolvimento em
concentracdes de NaCl entre 100 mM e 200 mM, ocasionando em morte das plantas
(ACOSTA-MOTOS et al., 2017). Ja as espécies halofitas sdo aquelas tolerantes a salinidade,
chamadas também de halotolerantes sdo capazes de sobreviver em meios onde concentracoes
de NaCl sdo maiores que 400 mM, pois desenvolveram mecanismos de adaptativos que as
caracterizam como tolerantes ao sal (PARIDA; DAS, 2005; FLOWERS; COLMER, 2015).

A salinidade altera o metabolismo vegetal e 0 conjunto dessas alterac6es sofridas pelas
plantas sdo similares as descritas para o estresse hidrico (MUNNS, 2002). Os sinais primarios
do efeito da salinidade em plantas sdo o estresse osmotico e a toxicidade idnica, enquanto que
no estresse hidrico o primeiro indicio é o estresse osmético (ZHU, 2016). O estresse osmético
altera a absorcdo de agua e nutrientes por parte das plantas e acontece rapidamente. O estresse
ibnico decorre a partir do acimulo de ions e como efeito atinge niveis toxicos (MUNNS;
TESTER, 2008). Os efeitos secundarios acarretados tanto pelo o estresse salino quanto pelo o
estresse hidrico sdo de maior complexidade, como o0 estresse oxidativo e disfungdes

metabdlicas, tais como danos nos lipidios das membranas, proteinas e acidos nucléicos (ZHU,
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2016). Para suportar a salinidade, as plantas apresentam respostas fisiologicas complexas

tanto a nivel celular como em érgdos especificos (Figura 2) (MUNNS; GILLIHAM, 2015).

Dessa forma, foi proposto mecanismos adaptativos desenvolvidos pelas plantas de
tolerancia a salinidade: exclusdo ibnica - a exclusdo liquida de ions tdxicos da parte aérea;
tolerancia ao tecido - a compartimentalizacdo de ions tdxicos em tecidos especificos, células e
organelas subcelulares; a toleréncia independente de ions - a manutengdo do crescimento e
absorcdo de agua independente da extensdo do acumulo de Na® na parte aérea (MUNNS;
TESTER, 2008).

Mecanismos adaptativos de tolerancia ao sal

Z A/
Células l:l«“(‘":

/ Orgdos
/"l Folha:
Ajustamento osmotico @ \ * Maior razio K+/Na+
: . .-’ * Manutencéo do turgor
Homeostase K+ e Nat /™ + Regulagio estomatica
Compartimentagio \ a)
vacuolar Caule:
/ » Controle no transporte para
RS b V1 N2 folhas
Solutos ¢ eis W Y-
Py /'\’} \,;'/’_‘ * Armazenamento de sal no caule
r ‘X‘ 7,
Y Raiz:
’F\\ * Exclusdo de aproximadamente
A1\ 90% do sal da sohigio do solo

* Remocdo de sal do xilema

Figura 1. Mecanismos adaptativos de tolerancia ao sal. A esquerda esto listadas as funcdes
celulares que se aplicariam a todas as células dentro da planta. A direita estdo as funcdes de
tecidos ou 6rgdos especificos. (Adaptado de MUNNS; GILLIHAM, 2015).

Dentre os frequentemente citados como chave para tolerancia ao sal estdo o controle
de carga no xilema e a regulacdo da troca de ions no limite do xilema-parénquima (Figura 2)
(TESTER; DAVENPORT 2003; MUNNS; TESTER 2008). Dessa forma, a resisténcia ao
estresse salino exige uma regulacdo do transporte de ions para a parte aérea (TESTER;
DAVENPORT, 2003). A concentracdo de Na+ no xilema é dependente de diversos processos
de transporte ativo através de células especificas em raizes, que quando em condi¢cdes de

salinidade, agem de maneira a restringir a quantidade de Na* que venham a atingir 0s ramos
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(TESTER; DAVENPORT, 2003).

XILEMA

XILEMA-PARENQUIMA

Figura 2. Esquema Xxilema-parénquima regulando o acimulo de Na* nos tecidos através da
exclusdo e compartimentalizacdo via células especificas. (Adaptado de MAATHUIS et al.,
2014).

A capacidade de particdo e de exclusdo de ions toxicos (Na* e CI") dos tecidos por
parte das plantas é considerada um importante mecanismo relacionado com a tolerancia ao
estresse salino em espécies e/ou genotipos de interesse (MUNNS et al., 2002). A eficiéncia
desses mecanismos de distribuicdo e exclusdo de ions sob condi¢tes salinas pode diminuir o
excesso de ions toxicos, ocorrendo juntamente com uma nutricdo adequada de potéssio, que é
vista como fundamental na a manutencdo de uma homeostase K*/Na" em ambientes
salinizados (APSE; BLUMWALD, 2007).

Igualmente, a resisténcia das plantas a salinidade estad relacionada ndo somente ao
acumulo de Na', mas também na capacidade de manutencdo de altos teores de K
(SHABALA,; CUIN, 2008). A capacidade dos tecidos vegetais em reter K* parece ser uma
caracteristica comum entre todos 0s genotipos e espécies tolerantes a salinidade (SHABALA,
2017; WU et al., 2018).

1.3 Efeitos da salinidade na fotossintese

Vérios estudos confirmam o efeito danoso da salinidade sobre o metabolismo
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fotossintético das plantas, tais como a reducdo da taxa fotossintética liquida, transpiracao,
condutancia estomatica e alteracGes no teor de clorofila. Trata-se do primeiro metabolismo
fisiologico desestabilizado em decorréncia de estresses ambientais tais como a salinidade,
altas temperaturas e seca (MUNNS; TESTER, 2008; NEGRAO et al., 2017). Em decorréncia
dos efeitos osmotico e idnico, plantas sob condicBes salinas reduzem a absorcdo de agua e
apresentam toxicidade idnica, resultando em danos nos processos primarios indispensaveis ao
crescimento e produtividade das culturas como a fotossintese, sendo o primeiro processo

prejudicado em tais condicdes (LU et al., 2017).

Condicbes de salinidade causam uma limitacdo de natureza metabdlica atingindo
negativamente a fotossintese, em resposta ao acimulo da concentracdo de Na* e CI nas folhas
(MUNNS et al., 2016), diminuindo a capacidade bioquimica das folhas e causando distdrbios
na regulacdo estomatica (TAVAKKOLLI et al., 2011). Em decorréncia do efeito idnico, que
ocorre devido a captacdo e ao acumulo de Na* e CI nas células dos tecidos fotossintéticos
(MUNNS; TESTER 2008; NEGRAO et al., 2017), a fotossintese é inibida quando altas
concentracdes de Na® e/ou CI" sdo acumulados nos cloroplastos e clorofila, que é um
importante contetdo da fotossintese diretamente correlacionado com a salubridade da planta
(BHUIYAN et al., 2017).

Portanto, 0s pigmentos que sdo responsaveis por captar a energia luminosa, tais como
as clorofilas e os carotendides sdo diretamente afetados pela salinidade (LU et al., 2017) em
decorréncia do efluxo excessivo do ion K* induzida pelo excesso de Na*, afetando a
biossintese da clorofila e também, degradando a clorofila original (SANTA-MARIA et al.,
2018). Dessa forma, a manutencdo do K* em condicdes de salinidade ajuda na difusdo do CO>
celular, uma vez que o K* esta diretamente envolvido no movimento estomatico, turgescéncia
do tecido e na formac&o da molecula de clorofila (TRANKNER et al., 2018) (Figura 3).
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\\J Estrutura dos Cloroplastos

Movimento estomatico

Figura 3. Funcdes do fon K* no processo de fotossintese (Adaptado de TRANKNER et al.,
2018).

A redugdo na disponibilidade de CO> pode ocasionar um desequilibrio nos processos
fotossintéticos, por afetar o funcionamento do ciclo de Calvin (TIKKANEN et al., 2014),
diminuindo também a atividade de varias enzimas, incluindo Rubisco (NEGRAO et al. ,
2017) alem da diminuicdo da concentracao de clorofila, e diminuicdo no contetdo de alguns
fons essenciais, como Ca?" e Mg?* no mesofilo das folhas, quando a assimilacdo de CO; pelas
plantas é reduzida (NETONDO et al., 2004).

Portanto, a capacidade na manutencdo de CO: intracelular pelas plantas tem sido
usada como parametro para estimar os efeitos da salinidade sobre a fotossintese uma vez que
as respostas fisiologicas das plantas sob condic6es salinas sdo complexas, sendo questionavel
se as principais limitacdes fotossintéticas sdo em decorréncia dos efeitos osmoticos ou ibnicos
(KALAJI et al., 2016).

2. SISTEMAS DE ABSORCAO E TRANSPORTE DO POTASSIO (K*) E SODIO (Na*)
PELAS PLANTAS

2.1 Mecanismos de absorcéo e alocacdo do potassio (K*)

O potassio é um nutriente essencial para as plantas, necessario para o crescimento e
desenvolvimento (MARSCHNER, 2012), sendo comumente utilizado pelas células vegetais

como um dos principais cations e sua principal funcéo é a conservagdo da eletro neutralidade
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e do equilibrio osmotico celular, além de ser responsavel pela translocagdo de fotoassimilados
no floema e manutencédo da taxa fotossintética da planta, evitando assim o desvio de elétrons
que d&o origem as formas reativas de oxigénio (AHANGER; AGARWAL, 2017). Trata-se do
componente catibnico mais abundante, que corresponde a mais de 10% do peso seco da planta
(WHITE; KARLEY, 2010).

O teor interno de K* é exercido tanto pelo influxo de K™ quanto pela manutengdo do
K* na célula. A concentracdo de K* mantida no citosol das células vegetais é em torno de 100
mM, sendo esta considerada ideal para o cumprimento das fungdes metabdlicas (BRITTO;
KRONZUCKER, 2008; WHITE; KARLEY, 2010). Quando se encontram em condicdes de
salinidade por um periodo prolongado, as plantas tendem a mostrar sintomas de deficiéncia de
K*, pois ocorre uma reducdo da captacdo e/ou uma menor retencdo de K™ nos tecidos em
partes distintas da planta, a0 mesmo tempo em que acontece um acréscimo simultaneo de Na*
(MUNNS et al., 2002).

O K" é absorvido através da membrana plasmatica das células da raiz através de
transportadores de membrana e canal de proteinas de que podem exibir uma cinética de
captacdo de alta e baixa afinidade (CHEREL et al., 2014). O sistema de baixa afinidade atua
quando as concentracfes de K externo sdo relativamente abundantes (na faixa de mM)
enquanto que o sistema de alta afinidade atua quando o K* externo encontra-se em baixas
concentracdes (faixa de puM). Esse comportamento bifasico foi identificado por Epstein et al.,

(1963), ao aplicar o conceito da cinética ao estudar a absorcdo de K* em raizes cevada.

Os transportadores de HAK/KUP/KT sem expressam em raizes e estdo envolvidos na
captacdo de K" de alta afinidade sob condigcdes de baixo K* no solo (<1 mM) (ZHANG,
2018). Membros da familia, os genes HAK 1 e HAK 5, foram expressos em ensaios de
cinética na absorcdo de K* em espécies como a pimenta (MARTINEZ-CORDERO et al.,
2005), arroz (BANUELOS et al., 2002) e a cevada (SANTA-MARIA et al., 1997), enquanto
que o gene HAK 5 foi identificado em estudos com plantas de tomate (NIEVES-CORDONES
et al., 2007) e Arabidopsis (RUBIO et al., 2000). O membro da familia AKT, o AKT 1 foi
caracterizado como um canal retificador de K* de baixa afinidade em raizes foram através de
estudos realizados com Arabidopsis (NIEVES-CORDONES et al, 2010), arroz
(GOLLDACK et al., 2003) e cevada (SANTA-MARIA et al., 1997).

Os dois sistemas para captacdo de K* demonstram alteracGes em altas concentragdes

de Na*, em especial os sistemas de alta afinidade, como foi observado em estudos realizados
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com Thellungiella e Arabidopsis (ALEMAN et al., 2009), tomate e Arabidopsis (NIEVES-
CORDONES et al., 2008, 2010) onde altas concentracbes de Na* aparentou inibir o gene
HAK 5 de alta afinidade. Ensaios conduzidos em plantas modelo de trigo e arroz
demonstraram que baixas concentracdes de Na* no meio externo estimulam o transporte de
K* pela proteina de alta afinidade, enquanto que, 0 aumento dos niveis de Na* no meio
extracelular inibe o transporte de K* pela proteina HKT1, induzindo na captacdo de Na* para
0 meio intracelular (ZHU et al., 2016; AHMAD et al., 2016).

A captacdo de sodio (Na") através do sistema de alta afinidade para a captacdo de K*
acontece em decorréncia da semelhanca do raio idnico dos cations Na“ e K*, ainda que o
sistema de alta afinidade apresente uma maior seletividade K*/Na* durante a captacao, pode
haver um influxo consideravel de Na" em substituicio ao K* em situacdes de elevada
concentracdes de Na+ (YANG; GUO, 2018). A regulacdo dos sistemas de captacdo de K™ nas
raizes é essencial para garantir o suprimento de K*, especialmente em condicdes de

salinidade.

2.2 Mecanismos de absorcao e exclusdo de soédio (Na*)

O sbdio é um elemento considerado ndo essencial para plantas glicofitas e C3, dessa
forma, a substituicdo do K* por Na® pode induzir tanto no desequilibrio ibnico quanto
fisiologico sob condicbes de salinidade (TESTER; DAVENPORT 2003). Existe uma ampla
semelhanca quimica entre os fons K* e Na* em simultaneo com a falta de seletividade pelas
células das raizes a estes ions, pode induzir a absorcdo e acimulo de Na* (BENITO et al.,
2014). O maior acimulo de ions Na* reduz a absorcdo de K™ pelas raizes de plantas superiores
(MAATHUIS et al., 2014).

O influxo unidirecional de Na* pelas raizes acontece especialmente através dos canais
de cations ndo seletivos (NSCCs) (TESTER; DAVENPORT, 2003), presentes na membrana
plasmatica vegetal e se caracterizam por serem permeaveis a uma ampla gama de cations
monovalentes (DEMIDCHIK; MAATHUIS, 2007). Os canais de cations ndo seletivos em
plantas foram identificados e subdivididos conforme as mudancas ocasionadas no potencial
elétrico da membrana celular, em trés principais classes: 1- DA-NSCCs, canais de cations
acionados pela despolarizagdo da membrana; 2 - HA-NSCCs, canais de cétions ativados por
hiperpolarizacdo; 3 - VI-NSCCs, insensiveis a voltagem (DEMIDCHIK; TESTER, 2002;
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DEMIDCHIK; MAATHUIS, 2007).

Ademais, existem duas familias de canais de cations ndo seletivos sugeridas na
composicdo de canais de cations na membrana plasmatica que atum no influxo de Na*, os
canais controlados por nucleotideos ciclicos (CNGCs) e canais ativados por glutamato
(GLRs) (ASSAHA et al., 2017).

Genes que codificam proteinas transportadoras de K* de alta afinidade sustentam loci
de caracteres quantitativos (QTLs) que atuam na captacdo e exclusdo de Na* como um
mecanismo de toler&ncia a salinidade: os genes da familia HKT. As proteinas HKT compdem
a familia Ktr/TrK/HKT de transportadores de cations monovalentes encontradas em plantas,
bactérias e fungos, exceto em animais (CORRATGE-FAILLIE et al., 2010). Os genes que
compdem a familia HKT de transportadores tém sido revelados como um mecanismo
importante atuando na reducdo do acimulo de Na* da parte aérea (MUNNS; TESTER, 2008;
ROY et al., 2014).

As proteinas HKT podem ser separadas em duas subfamilias diferentes conforme suas
propriedades no transporte de Na* e K™ em sistemas de expressdo heter6logos: a subfamilia 1
AtHKT1;1 que demonstra atividade de transporte especifica de Na* mediando a captacdo de
Na+ na auséncia de K* externo; e a subfamilia 2 TaHKT2;1 que funciona como um
cotransportador K*/Na* cujo os homélogos foram clonados a partir espécies de plantas (WU,
2018).

Os transportadores do tipo HKT foram alvo de estudos ao longo dos dltimos anos em
varias espécies de plantas, com expressao em tecidos especificos e funcdes distintas. Com
relacdo a subfamilia 1 de transportadores HKT relacionada ao transporte especifico de Na+
em plantas, o transportador AtHKT1;1 identificado em Arabidopsis thaliana, controlava a
absorcdo de Na" pelas raizes e o acimulo e recuperacdo de Na* a partir do xilema, se
expressando no tecido parénquima Xilema (DAVENPORT et al., 2007; RUS et al., 2006).
Outro membro da subfamilia 1 HTK, OsHKTZ1;1 foi encontrado em Oryza sativa com
expressao em brotos e raizes, mediando a absorcdo de Na* de baixa afinidade (KOBAY ASHI
et al., 2017). O gene OsHKTL1;5 (SKC1) também foi identificado em Oryza sativa em células
do parénquima radicular ao redor dos vasos do xilema, removendo Na* do xilema da raiz e

agindo como um transportador seletivo de Na* (REN et al., 2005).

A importéncia na elucidacdo dos mecanismos de seletividade de transporte

envolvendo os ions Na* e K* é fundamental, uma vez que uma das rotas para a entrada de Na*
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na célula é através de transportadores de K (ADAMS; SHIN, 2014). Além das proteinas
HKT, sdo citados na literatura outro mecanismo que age como transportadores de Na* sob
salinidade como forma de protecdo: a via de sinalizagdo SOS “Salt Overly Sensitive”
(Excessivamente sensivel ao sal). A via SOS é um dos principais componentes envolvidos na

tolerancia ao estresse salino, composta por trés proteinas, SOS1, SOS; e SOSs.

O SOS; é um antiporto Na*/H* de membrana plasmatica, é a primeira proteina de
efluxo de Na* bem caracterizada em plantas (Arabidopsis thaliana) (SHI et al., 2000). Os
antiportos do tipo Na*/H* atuam expulsando o Na* das células da raiz e/ou distribuindo o Na*
através dos tecidos, tendo como exemplo a expressdao SOS1, que ocorre predominantemente
nas células da ponta da raiz e também no parénquima xilema (SHABALA, 2013). Existe uma
correlagio entre o aumento da concentracdo de Ca* no meio intracelular com a salinidade. O
aumento de Ca?* é uma sinalizagdo em resposta a salinidade associado as vias SOS (ZHU et
al., 2016). O SOS; ¢ um sensor de Ca®*" que faz parte da familia de proteinas do tipo
calcineurina B (CBL). O aumento do Ca?* induzido pelo sddio é ligado a proteina SOSs, que
por sua vez, interage com a proteina SOS», tornando-a uma quinase ativa (BENDER et al.,
2018). A SOS: por sua vez, ¢ ativada através da fosforilacdo de proteinas pelo complexo
SOS,/S0OSz quinase (PARDO et al., 2006).

Outro mecanismo importante para a tolerancia ao sal nas plantas €
compartimentalizacdo de Na" no vacuolo para reduzir as concentracdes citosélicas de Na*,
que ocorre através da expressao e atividade dos antiportadores Na*/H* (NHX) e das bombas
vacuolares tipo H+-ATPases e H+-pirofosfatases (VP) (SATHEE, 2015). Os
cotransportadores Na*/H* localizam-se no tonoplasto das células vegetais, atuando na
compartimentacdo vacuolar de Na*, mantendo baixa concentracdo de Na* citosolico sob
salinidade. (BLUMWALD, 2000; ZHANG; BLUMWALD, 2001) (Figura 4).
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Figura 4. Localizacdo e atividade dos canais envolvidos no influxo e recuperacdo de Na* na
parte aérea e raiz. (PLETT; M@LLER, 2010).

3. ACULTURA DA VIDEIRA E A IMPORTANCIA NO SEMIARIDO BRASILEIRO

A videira (Vitis vinifera L.) é amplamente cultivada em todo o0 mundo. De acordo com
o relatdrio estatistico da Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho — OIV sobre
vitivinicultura mundial, as areas globais de plantio de uva aumentaram rapidamente nos
altimos anos, abrangendo cerca de sete milhdes e meio de hectares no ano de 2018 e mais de
78 milhGes de toneladas de frutas silvestres foram produzidas em todo o mundo (OIV, 2019).
As variedades de videira estdo bem ajustadas a uma ampla variedade de climas, resultado de
fatores combinados ao longo dos anos, como a domesticacdo a partir do seu ancestral
selvagem (V. vinifera L. spp sylvestris) (ARROYO-GARCIA et al., 2006) e através de
cruzamentos subseqiientes das espécies ja domesticadas e ainda silvestres, passando pela
pratica ancestral do cultivo de mudas a partir de cruzamentos espontaneos, até a criacdo
convencional (PELSY, 2010).

No Brasil, a vitivinicultura tem ascendido na Fruticultura nacional, com ampliagéo do
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cultivo exclusivo de regiGes temperadas a semiéridas, com destaque para o Submédio do Vale
do S&o Francisco, que é responsavel por mais de 15% de toda a produgdo nacional
(CAMARGO et al., 2011; IBGE, 2017). A producéo de vinhos tropicais no Brasil teve inicio
na regido do Submédio Vale do S&o Francisco nos anos 1980 e se consolidou com as
cultivares como Syrah, Alicante Bouschet, Chenin Blanc e Moscato Canelli (CAMARGO et
al. 2011). A regido semiarida apresenta condicfes climaticas particulares permitindo que a
viticultura seja praticada ao longo do ano e que a colheita seja programada para qualquer
época, diferentemente da viticultura em climas temperados (CAMARGO et al. 2012). Embora
favoreca o cultivo, nestas regides os volumes de evapotranspiragcdo excedem os volumes de
precipitacdo ao longo do ano, favorecendo o processo de salinizacdo dos solos, além da
pratica extensiva da irrgacdo (MARTINEZ et al., 2016).

Geralmente, os viveiros que trabalham com a producdo vegetal da videira utilizam a
enxertia como método de propagacdo de uma variedade de copa em um porta-enxerto.
Acredita-se que 80% da producdo de videiras nas vinhas em varias partes do mundo ocorram
por plantas enxertadas em porta-enxertos interespecificos (OLLAT et al., 2016). O porta-
enxerto tende a transmitir caracteristicas para o enxerto, destacando-se a resisténcia a pragas e
doencas, producédo, tamanho do cacho e composi¢cdo quimica da fruta, tais como teores de
acucares, acidos organicos e antocianinas (SABBATINI; HOWELL, 2013). Portanto, para
vitivinicultura no semiarido o uso de porta-enxertos com carater de exclusdo de sais pode
contribuir para a sustentabiliade da cultura, uma vez que os mecanismos de tolerancia

conferidos pelo porta-enxerto sdo transmitidos a muda enxertada (AMORIM, 2018).

Na vitivinicultura, os porta-enxertos sdo selecionados conforme caracteristicas
benéficas, incluindo a resisténcia ao ataque de pragas tais como a filoxera da uva
(Daktulosphaira vitifoliae) (BENHEIM et al., 2012) e nematddeos (FERRIS et al., 2012); e
fatores abidticos como tolerancia a seca (SERRA et al., 2014) e toxicidade decorrente de ions
CI" sob salinidade (TREGEAGLE et al., 2010). Dessa forma, a selecdo de gendtipos visa o
reconhecimento de tais diferencas, com o objetivo de alcancar variedades que apresentem
caracteristicas benéficas, tais como uma maior produtividade, ciclo diversificado, melhor
qualidade ou tolerancia a pragas (VAN LEEUWEN et al., 2013).

A cultura da videira mostrou-se moderadamente sensivel & &gua de irrigacdo e a
salinidade do solo na zona da raiz (MOOLMAN et al, 1999), afetando o0 seu
desenvolvimento, com diminui¢cdo no crescimento e produtividade (WALKER et al., 2002;

STEVENS et al., 2011), porém grande parte dos estudos realizados com videira sob condi¢des
32



salinas abordam a toxicidade causada pelo acimulo do ion CI" (WALKER et al., 2004).
Atualmente, pouco se conhece sobre os mecanismos fisiologicos envolvidos no
comportamento seletivo na abosorcdo K*/Na* em porta-enxertos de videira expostas a
salinidade, correlacionando homeostase iénica com um melhor desempenho fotossintético,
refletindo em uma maior tolerdncia. Portanto, estudos nessa linha sdo necessarios para

elucidar os processos envolvidos em mudas de videiras expostas a salinidade.
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CAPITULO Il - RESISTENCIA A SALINIDADE ENTRE PORTA-ENXERTOS DE
VIDEIRA (Vitis vinifera L.) ESTA ASSOCIADA A AFINIDADE NA ABSORCAO DE
POTASSIO (K*) ASSOCIADO A EXCLUSAO DE SODIO (Na*) E CLORETO (CI)
COMBINADO A CRESCIMENTO E EFICIENCIA FOTOSSINTETICA

RESUMO

A salinidade dos solos € um dos estresses ambientais que mais limitam a sustentabilidade das
culturas, sobretudo em regides semiaridas como o Vale do sdo Franscisco, onde a
vitivinicultura tem ascendido nas Gltimas décadas. A identificacdo de gendtipos de porta-
enxertos ja utilizados no cultivo da videira e que apresentem tolerancia a salinidade, bem
como a compreensdo desses mecanismos, € um diferencial para manutengdo da cultura.
Assim, 0 objetivo deste estudo foi caracterizar fisiologicamente dois porta-enxertos de
videira, IAC 313 e Paulsen, contrastantes na tolerancia ao sal, realizado por meio de dois
experimentos. No experimento I, foram avaliados os efeitos do estresse salino no tempo,
seguidos de recuperacdo (remocdo do sal) em dois porta-enxertos de videira, com base no teor
e alocacdo idnica, crescimento através do acumulo de matéria seca e eficiéncia fotossintética.
O acumulo de ions Na* e CI foi superior no Paulsen especialmente em folhas, enquanto que o
IAC apresentou retencao destes ions em caules e raizes garantindo assim, uma melhor razéo
K*/Na" em folhas, combinados a um melhor crescimento e eficiéncia fotossintética, indicando
uma maior seletividade por K* em condicGes salinas, o que Ihe conferiu maior tolerancia. O
experimento |l foi realizado com o objetivo de caracterizar a absorcdo de K na faixa de alta
afinidade na auséncia e na presenca do Na* pelas raizes dos porta-enxertos IAC e Paulsen. Os
ensaios realizados com a planta inteira evidenciam uma maior afinidade do IAC por K*
mesmo na presenca do Na* enquanto que o Paulsen reduziu a absorcdo de K* na presenca do
Na* indicando um maior influxo de Na*. Desta forma, o contraste na tolerancia entre os porta-
enxertos IAC e Paulsen esta relacionado a uma maior afinidade por K* em condices salinas,
bem como a exclusdo de ions toxicos como Na* e CI', combinadas a melhor manutencdo do

crescimento e dos parametros fotossintéticos.

Palavras-chave: Tolerancia ao sal - Fotossintese - Seletividade potassio (K*)/s6dio (Na*) -

Alocagéo idnica - Afinidade por potassio (K*)
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ABSTRACT

Soil salinity is one of the environmental stresses that most limit crop sustainability, especially
in semi-arid regions such as the S&o Franscisco Valley, where viticulture has risen in recent
decades. The identification of rootstock genotypes already used in the cultivation of the vine
and which show tolerance to salinity, as well as the understanding of these mechanisms, is a
differential for maintaining the culture. Thus, the objective of this study was to
physiologically characterize two grapevine rootstocks, IAC 313 and Paulsen, contrasting in
salt tolerance, carried out through two experiments. In experiment I, the effects of salt stress
over time, followed by recovery (removal of salt) in two vine rootstocks, based on ionic
content and allocation, growth through dry matter accumulation and photosynthetic
efficiency, were evaluated. The accumulation of Na* and CI" ions was higher in Paulsen
especially in leaves, while the IAC showed retention of these ions in stems and roots, thus
guaranteeing a better K*/Na* ratio in leaves, combined with better growth and photosynthetic
efficiency, indicating greater selectivity for K* in saline conditions, which gave it greater
tolerance. Experiment Il was carried out in order to characterize the absorption of K* in the
high affinity range in the absence and presence of Na* by the roots of the rootstocks IAC and
Paulsen. The tests carried out with the whole plant show a greater affinity of IAC for K* even
in the presence of Na* while Paulsen reduced the absorption of K in the presence of Na*
indicating a greater influx of Na*. Thus, the contrast in tolerance between the IAC and
Paulsen rootstocks is related to a greater affinity for K* in saline conditions, as well as the
exclusion of toxic ions such as Na* and CI', combined with better maintenance of growth and

photosynthetic parameters.

Keywords: Salt tolerance - Photosynthesis - Potassium (K*)/sodium (Na*) selectivity - Ion

allocation - Potassium affinity (K*)
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1. INTRODUCAO

A salinizacdo dos solos € um dos estresses ambientais mais agressivos para a
sustentabilidade da agricultura mundialmente, especialmente em éareas semiaridas (MUNNS;
GILLIHAM 2015), onde solos contendo uma grande quantidade de sais séo freqlientemente
encontrados (FERREIRA-SILVA et al., 2009). Dados da FAO (2015) mostram que cerca de
45 milhdes (19,5%) dos 230 milhdes de hectares da &rea irrigada do globo terrestre
encontram-se afetados pelo o excesso de sais, limitando severamente a producdo agricola
principalmente nas regides aridas e semiaridas, onde cerca de 25% da &rea irrigada encontra-

se salinizada.

A resisténcia a salinidade tem sido definida como a capacidade da planta em manter
seu crescimento e metabolismo adequados nestas condigcdes, uma vez que impde efeitos
prejudiciais sobre o crescimento das plantas atraves do baixo potencial osmotico da solucdo
do solo e desequilibrio nutricional (MUNNS; TESTER, 2008). No entanto, esses efeitos néo
sdo igualmente expressos para todas as plantas, variando a depender da espécie, estagio de
crescimento e demais fatores do ambiente (SAFDAR, et al., 2019). Com isso, uma das
alternativas para aperfeicoar a produtividade agricola em solos afetados por sais seria 0 uso de
genotipos mais tolerantes, sendo necessario o conhecimento das possiveis variabilidades

ocorrentes dentro de uma mesma espécie (PARMAR et al., 2017).

O estresse osmatico € comumente relatado como o efeito primario do estresse salino.
O aumento do teor de sais reduz o potencial hidrico da solucdo do solo limitando a captacao
de agua e solutos pelas plantas (MUNNS; TESTER, 2008). A concentracdo de sais e 0
potencial osmotico dos solos estdo diretamente correlacionados com a reduc¢édo no crescimento
das plantas (FLOWERS; COLMER, 2015). Com relacdo as alteracbes nutricionais
decorrentes do estresse ibnico, principalmente devido ao cloreto de sddio (NaCl) em solos
salinos, esta o acimulo excessivo do ion s6dio (Na*) que afeta a absorcéo de outros nutrientes
em especial o célcio (Ca?") e o potassio (K*) e ocasiona o efluxo destes ions no citosol,
levando assim ao desequilibrio na homeostase celular (PLETT; M@LLER, 2010). O K* é um
nutriente essencial, sendo um dos componentes catiénicos mais abundantes nas plantas e que
corresponde a mais de 10% do seu peso seco total, estando envolvido com a regulacdo das
atividades enzimaticas, manutengdo do turgor celular e potencial da membrana plasmética
(WHITE; KARLEY, 2010; GARCIA-CAPARROS, et al., 2018).

Sabe-se que o acimulo de Na* acarreta mudangas desfavoraveis nas caracteristicas
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quimicas do solo, reduzindo a disponibilidade K*, aumentando o influxo de Na* (LIU et al.,
2017). Isso acontece uma vez que os ions Na* e K™ possuem similaridade em seu raio iénico
e, portanto compartilham propriedades fisico-quimicas basicas. Associada a falta de
seletividade das células das raizes em distin¢éo a estes ions, uma maior absorcdo e acimulo e
Na* pode ser induzida sob salinidade, reduzindo assim a absor¢do de K* (BENITO et al.,
2014; MAATHUIS et al., 2014).

Diferentemente do Na*, concentracGes ideais do K* citosolico estdo em torno de 100-
200 mM, enquanto que concentracdes de Na* superiores a 100 mM no citosol podem
ocasionar a substituicdo por K* e dessa forma, inibir a acdo de varias enzimas comprometendo
assim, o metabolismo celular vegetal (AMTMANN et al., 2018). Dessa forma, a manutencéo
da razdo K*/Na" elevada no citosol é crucial para uma homeostase iénica favoravel, sendo a
razdo K*/Na* utilizada como um marcador fisiolégico na selecdo de cultivares tolerantes ao
sal (SHABALA; CUIN, 2008). Portanto, a capacidade dos tecidos vegetais em reter K* parece
ser uma caracteristica comum entre todos 0s gendtipos e espécies tolerantes a salinidade
(SHABALA, 2017; WU et al., 2015).

Condicdes de salinidade limitam o processo fotossintético e, portanto, o crescimento
das plantas, afetando adversamente a fotossintese das plantas, levando ao fechamento
estomatico ou limitagcdo estomatica nas folhas estressadas por salinidade (CHEN et al., 2015).
Portanto, uma melhor eficiéncia fotossintética sob salinidade pode estar associada a
homeostase K*/Na*, uma vez que o K" é indispensavel para varios processos fisioldgicos
incluindo o movimento estomatico e difusdo do CO: atmosférico nos cloroplastos
(LOCASCIO et al., 2019; TRANKNER et al., 2018).

O ion cloreto (CI) é um nutriente que desempenha funcdes na regulacdo de alguns
processos fisioldgicos das plantas. Porém, torna-se igualmente téxico as plantas quando
encontrado em grandes concentracdes no solo, especialmente associado ao Na* (LI et al.,
2017). A toxicidade causada pelo CI" é bastante relatada em culturas lenhosas perenes,
inclusive em videiras, onde o acimulo de CI" nas folhas esta correlacionado com diminuicdes
na fotossintese, rendimento e qualidade das culturas (GONG et al., 2010; FORT et al., 2013).

A videira (Vitis vinifera L.) € amplamente cultivada em todo o mundo. De acordo com
o0 relatério estatistico da Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho — OIV sobre
vitivinicultura mundial, as areas globais de plantio de uva aumentaram rapidamente nos

altimos anos, abrangendo cerca de sete milhdes e meio de hectares no ano de 2018 e mais de
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78 milhGes de toneladas de frutas silvestres foram produzidas em todo o mundo (OIV, 2019).
No Brasil, a vitivinicultura tem ascendido na Fruticultura nacional, com ampliacdo do cultivo
exclusivo de regides temperadas a semiaridas, com destaque para 0 Submédio do Vale do S&o
Francisco, que é responsavel por mais de 15% de toda a producéo nacional (CAMARGO et
al., 2011; IBGE, 2017). Sabe-se que nestas regides o0s volumes de evapotranspiracdo excedem
0s volumes de precipitacdo ao longo do ano, favorecendo o processo de salinizacdo dos solos
(HANIN, 2016).

Acredita-se que 80% da producdo de videiras nas vinhas em vérias partes do mundo
ocorram por enxertia, com plantas enxertadas em porta-enxertos interespecificos, que sao
selecionados conforme caracteristicas benéficas transmitidas a muda enxertada (COOKSON
et al., 2018). Assim, para vitivinicultura no semiarido o uso de porta-enxertos com carater de
exclusdo de sais pode contribuir para a sustentabiliade da cultura, uma vez que os mecanismos
de tolerancia conferidos pelo porta-enxerto sdo transmitidos a muda enxertada, como foi
recentemente mostrado que os porta-enxertos IAC 313 e Paulsen 1103 em enxertia com 0
mesmo tipo de copa (BRS Vitdria) apresentam um contraste diferindo na tolerancia a
salinidade (AMORIM, 2018). Tais porta-enxertos sao comumente utilizados por apresentare
uma boa compatibilidade com as variedades copa atualmente cultivada no pais com destaque
para 0 semiarido brasileiro. A tolerancia ao sal vem sendo amplamente estudada em varias
espécies de plantas, inclusive em hal6fitas para melhor compreensdo de seus mecanismos
adaptativos (FLOWERS; COLMER, 2015) e constituem uma alternativa para manutencao da

produtividade das culturas em solos com algum problema de salinidade.

A identificacdo de porta-enxertos de videira aclimatados ao semiarido brasileiro e
com caracteristicas de exclusdo de ions salinos téxicos (Na* e CI) pode conferir maior
resisténcia ao sal em plantas enxertadas da cultura. Assim, esse estudo teve como objetivo
avaliar o contraste da resisténcia a salinidade entre dois porta-enxertos de videira com base no
crescimento, dinamica da alocacdo de Na* e CI e relacdo K*/Na* na planta, associado com

maior eficiéncia fotossintética.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material e tratamentos de plantas

O estudo foi realizado por meio de dois experimentos conduzidos em casa de

vegetacdo do Programa de Pos-graduacdo em Producdo Vegetal — UFRPE/UAST, em
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condi¢bes naturais, com temperaturas médias de 24°C/36°C (min/max), umidade relativa
45%, densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFFA) 1200 pmol m™2 st e fotoperiodo
12h. As mudas de videira (Vitis vinifera L.) em fase de pré-enxertia dos genotipos IAC 313 e
Paulsen 1103 foram produzidas a partir de estacas (30 dias apds plantio) e fornecidas por
viveiro comercial (Petromudas LTDA) certificado conforme as normas para a producgéo de

mudas.

No experimento | foi avaliado o efeito da salinidade sobre os porta-enxertos de
videira com base na concentracdo, transporte e seletividade i6nica, acimulo de matéria seca,
parametros de trocas gasosas e potencial hidrico. As mudas foram aclimatadas em casa de
vegetacdo por 20 dias, irrigadas diariamente com &gua destilada e a cada dois dias com
solugdo nutritiva a ¥ da forca idonica (Hoagland e Arnon, 1950). Em seguida, foram
transferidas para cultivo em vasos de plastico de 5 L, contento areia e vermiculita na
proporcao 1:1 (v/v) e seguiram nessas condi¢des de cultivo por mais 15 dias para aclimatacao,
irrigadas diariamente com agua destilada e a cada dois dias com solu¢do nutritiva a forga
ionica total. Apos esse periodo procedeu-se a diferenciagdo dos tratamentos onde as plantas
controle — TO continuaram com irrigacdo diaria e aplicacdo de solucdo nutritiva a cada dois
dias e as plantas para aplicacdo do tratamento salino foram irrigadas diariamente e a cada dois
dias com solucdo nutritiva acrescida de 80 mM de NaCl. No presente experimento, 0s porta-
enxertos foram avaliados no periodo inicial do experimento, tomados como controle — TO,
com 5, 10 e 15 dias de aplicacdo do tratamento salino (80 mM de NaCl) e com 25 dias, apés

10 dias de suspenséo do tratamento salino (recuperacgéo).

O periodo de recuperacdo foi iniciado ap6s o décimo quinto dia de aplicacéo do sal,
onde foram feitas lavagens sucessivas do substrato com cerca de 5 a 6 litros de agua destilada
em cada unidade experimental (seis vasos contendo uma planta), com o objetivo de lixiviar os
sais do substrato. O percolado das lavagens foi coletado e monitorado através da
condutividade elétrica (CE). A partir do decréscimo da CE a valores constantes, iniciou-se o
periodo de recuperacdo, que durou mais 10 dias, onde as plantas seguiram irrigadas
diariamente e a cada dois dias com solucdo nutritiva a forca ibnica total. Ao final de cada
tempo de avaliacdo, as plantas foram coletadas, separadas em diferentes partes (folhas, caules
e raizes) e secas em estufa com circulacdo de ar (55 °C por 72h), para determinacdes do teor

de matéria seca e contelido ibnico.

O experimento 1l foi realizado com o objetivo de caracterizar a absor¢do de K™ na

faixa de alta afinidade (100 uM KCI) bem como detectar possiveis interferéncias causadas na
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absorcdo de K* pela presenca do Na* nos porta-enxertos. As mudas foram aclimatadas em
casa de vegetacao por 15 dias com irrigacdo diéria e a cada dois dias com solucéo nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950) a ¥ da forga. Em seguida, as mudas foram transferidas para sistema
de crescimento hidropbnico em recipientes com volume de 900 mL, contendo solugédo
nutritiva modificada sem potéssio a Y4 da forca, apresentando a seguinte composicéo:
Ca(NOz3)2 250 mM; NH4CI 250 mM; NHsH2PO4 250 mM; MgSO4 250 mM, HzBOz 10 mM;
MnCl; 2,25 mM; CuSQO4 0,75 mM; ZnMoQOq 1,75 mM; Na2MoO4 0,025 mM; Fe-EDTA 25
mM, com pH ajustado para 6,0 £ 0,5.

A solucdo foi trocada a cada trés dias e aliquotas foram coletadas com 24h e 48h ap6s
cada troca, para monitoramento do efluxo de K* pelas raizes. Esse monitoramento foi feito
para garantir que as plantas esgotassem todo o K™ através das raizes, induzindo a caréncia de
K* e assim, aumentando a capacidade de absorcdo no tempo. As mudas permaneceram em
solugdo sob privagdo de K* e em monitoramento do efluxo de K* durante 20 dias até a

realizacdo do ensaio e ndo apresentaram sintomas foliares de deficiéncia de K.

2.2 Medic0es de trocas gasosas e potencial hidrico foliar

Os parametros de trocas gasosas foram mesurados, usando um sistema analisador de
gas a infravermelho (IRGA GFS 3000, Heinz Walz, Alemanha). As medicdes da assimilacdo
liquida de CO2 (Pn), condutancia estomatica (gs), transpiragéo (E) e concentragéo intercelular
de CO2 (Cj) foram determinadas em resposta a densidade do fluxo de fotons

fotossinteticamente ativos (DFFF) e pressédo parcial de CO; (Cy).

As analises foram realizadas sempre nas folhas localizadas no terco médio superior
das plantas, no periodo da manhd, no inicio do experimento (controle — TO0), 15 dias apds
aplicacdo do tratamento salino (80 mM de NaCl) e com 25 dias (recuperacdo — 10 dias de
suspensdo do tratamento salino). A eficiéncia de carboxilacdo instantanea (Pn/Ci) e eficiéncia

no uso da agua (Pn/E) foram calculadas.

As curvas em resposta ao aumento da luz (Pn x DFFFA) e da pressao
parcial intercelular de CO2 (Pn x C;) foram obtidas de acordo com Marshall e Biscoe (1980) e
Sharkey et al. (2007), respectivamente. Os parametros internos na camara do IRGA para a
curva Py x DFFF foi de 0 — 2500 umol m™ s de DFFFA, o CO- foi fixado em 400 pmol m™

s e temperatura da cdmara fixa em 25 °C. Durante a curva Py x C; foi de 400 — 0 — 2000pumol
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m2 st de CO,, a DFFF foi fixada a 1500 pmol m? s e temperatura da camara fixa em 25 °C.
A partir das curvas, foram calculados os parametros da taxa fotossintética maxima (Pnmax), @
taxa maxima de carboxilagdo da Rubisco (Vcmax), O transporte maximo de elétrons

fotossintéticos (Jmax).

O potencial hidrico foliar foi determinado no inicio do experimento (controle — TO),
apo6s 5, 10, 15 dias de aplicacdo do tratamento salino e com 25 dias (recuperacdo). Nos
respectivos periodos, folhas do terco médio superior dos dois porta-enxertos (IAC 313 e
Paulsen 1103) foram coletadas sempre no horario de 4 horas da manhd, acondicionadas
imediatamente em saco plastico e colocadas sob refrigeracdo. As medidas foram realizadas
utilizando-se a camara de pressdo do tipo Scholander (PMS Instrument Company, 1505D)

segundo metodologia descrita por Scholander et. al., (1964).

2.3 Teores idnicos de sodio, potassio e cloreto

Os teores de sodio (Na*) e potassio (K*) foram determinados por fotometria de chama,
como descrito por Rodrigues et al., (2013). Apos secagem em estufa, os tecidos de folhas,
caules e raizes foram triturados em moinho de facas do tipo Willey para obtencdo das
farinhas. Em seguida, amostras (50 mg) de farinhas dos tecidos foram submetidas a extracao
por incubacao em tubos de ensaio com tampas rosqueadas, contendo 10 ml de agua ultra-pura,
e fervidos em banho maria a 100 °C por 1 h. Os extratos foram filtrados e utilizados nas
leituras de Na* e K* em fotdmetro de chama (Micronal, Mod. B462). Os contetidos de Na* e
K* foram estimados com base em curva padrdo (0 a 1000 pM) de NaCl e KClI,

respectivamente, e os resultados expressos em pmol g MS.

O teor de cloreto (CI) foi determinado conforme Ferreira-Silva et al., (2008).
Amostras (200 mg) de farinhas dos tecidos foram submetidas a extracdo por incubacdo em
tubos de ensaio com tampas rosqueadas, contendo 25 ml de agua ultra-pura, e fervidos em
banho maria a 100 °C por 1 h. Os extratos foram filtrados e coletados 20 ml para a titulacdo
do cloreto com nitrato de prata (AgNOz 28 mM), utilizando o cromato de potéssio (K2CrO4

5%) (p/v) como indicador, e os resultados expressos em pmol g MS.
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2.4 Taxa de transporte e seletividade de sodio e potassio

As taxas de transporte (Js) de potassio (Jk) e sodio (Jna) foram calculados a partir de
alteracdes nos teores de Na* e K* em folhas, caules e raizes de acordo com equacédo descrita
por Welbank (1962) e Rodrigues, et al., (2013): Jna or Jk = [(M2 M2)/(T2 - T1) x (InW> -
INW1)/(W2 - W1)]. Em que Jna ou Jk € a taxa de transporte de fons K* e Na* (mmol kg MS)
expresso com base no peso seco da raiz, onde: M= corresponde a concentracao de ions (K* ou
Na*) em diferentes partes da planta (folhas, caules ou raizes) determinados no inicio do
experimento (M1) e no final do periodo experimental (M2); T= periodo experimental em dias,
sendo (T1) o tempo inicial e (T2) o tempo final; e W = a matéria seca de raizes, determinados
no inicio (W) e no tempo final do periodo experimental (W>). Os resultados foram expressos
em mmol (kg dia® MS raiz)™.

A seletividade de K* em relacdo a Na® (Ska) para folhas e raiz foi calculada
conforme descrito por Jeschke e Stelter (1983) e Rodrigues et al., (2013): Sk-na = [Jk / Ina X
[NaJext / [K']ex. Onde Jk e Jna representam as taxas de transporte de K* e Na,
respectivamente, € [Na‘]ex € [K*]ext COrrespondem as concentragdes de sodio (80 mM) e
potassio (7 mM) na solucdo nutritiva, respectivamente. A seletividade é expressa em termos

de mmol mmol™.

2.5 Caracterizacdo da absorcéo de potassio nos porta-enxertos na auséncia e na

presenca do sodio

Os ensaios para caracterizacdo do influxo da absorcdo de K™ na auséncia e na presenca
do Na* (experimento Il) foram realizados com a planta inteira, usando KCI (fonte de K*) e
NaCl (fonte de Na). Os porta-enxertos foram transferidos para os meios de incubacdo
consistindo em um recipiente com capacidade para 350 mL e altura de aproximadamente 15
cm, contendo 300 mL de cada solucdo de tratamento. As solucdes dos respectivos tratamentos
foram: Controle — solucéo contendo 100 uM de K*; NaCl 40 mM — solucéo contendo 100 uM
de K" + 40 mM Na* e NaCl 80 mM - solu¢do contendo 100 uM de K* + 40 mM Na".

As raizes das plantas foram lavadas em agua deionizada, secas gentilmente com
auxilio de papel toalha e inseridas imediatamente nos meios de incubacdo. Parte da solugdo
inicial foi coletada antes de ser distribuida nos recipientes dos meios de incubagdo. A cada 20

minutos apos a imercdo das raizes nas solucgdes, aliquotas foram coletadas do meio durante
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100 minutos, totalizando cinco tempos de coletas (20, 40, 60, 80 e 100 minutos). As
concentragdes de K* das aliquotas coletadas em cada tempo foram determinadas em
fotometro de chama (Micronal, Mod. B462) e estimadas utilizando curva padrédo de KCI. Ao
final do ensaio, as plantas tiveram suas raizes coletadas e secas em estufa com circulacéo de

ar (55 °C por 72h) para estimativa do influxo de K* em pmol g* MS

2.6 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento | foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em fatorial 5
x 2, envolvendo cinco periodos de avaliacdo: o inicio experimental, tomado como controle —
TO; com 5, 10 e 15 dias de aplicacdo da salinidade a 80 mM de NaCl; e com 25 dias (10 dias
de recuperacdo) e dois porta-enxertos de videira (IAC 313 e Paulsen 1103), com trés
repeticdes por tratamento. Cada réplica foi representada por um vaso contendo um porta-
enxerto. Os dados foram analisados pela analise de variancia (ANOVA), e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey no nivel de significancia de 0,05.

O experimento Il foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em fatorial
3 x 2. Os tratamentos consisitiam em um nivel de KCI (100 uM) e dois de NaCl (40 e 80
mM) e dois porta-enxertos de videira (IAC 313 e Paulsen 1103), com trés repeticdes por
tratamento. Cada réplica foi representada por um meio de incubacao contendo uma planta. Os
resultados obtidos foram analisados através da tendéncia de médias em cada tempo de coleta

por meio de regressdo polinomial.

3. RESULTADOS

3.1 Efeitos do estresse salino no crescimento, concentracédo de ions e homeostase
K*/Na*

Neste estudo, os teores de matéria seca foram menores no porta-enxerto Paulsen em
todos os periodos avaliados, enquanto o porta-enxerto IAC apresentou um maior acimulo de
matéria seca ao longo do periodo experimental (Tabela 1). Conforme os resultados, o IAC
apresenta uma taxa de crescimento superior e continua mesmo sob condic6es de salinidade,
apresentando um crescimento cerca de 30% maior ap0s 15 dias de aplicagdo do sal quando
comparado ao inicio (controle — TO) com base no teor de matéria seca total, enquanto que nédo

houve diferenca significativa para o porta-enxerto Paulsen entre os tempos estudados. Com
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base nos dados de matéria seca da raiz, ndo houve diferenca entre os porta-enxertos do inicio
(controle — TO) até o decimo quinto dia de imposi¢do do sal. No entanto, ap6s o periodo de
recuperacdo (suspensdo do sal) o IAC apresentou um acréscimo de cerca de 20% no teor de
matéria seca quando comparado aos outros periodos, enquanto o Paulsen ndo mostrou

incremento na matéria seca, ndo havendo diferenca significativa entre os tempos estudados.

O actimulo de ions Na* e CI no Paulsen foram mais expressivos ap6s o décimo dia de
aplicacdo do tratamento salino quando comparado ao IAC, que para 0 mesmo periodo
manteve seus teores Na* e CI foliares em valores iguais ao controle — TO (Figura 1).
Entretanto, o IAC apresentou um maior acimulo destes ions nos tecidos de caule e raizes,
indicando que este porta-enxerto apresenta um mecanismo de compartimentalizacdo de ions
toxicos nestes 6rgaos, impedindo o acimulo de Na* e CI" na parte aérea, 0 que pode estar
relacionado a uma maior razdo parte aérea/raiz encontrado neste porta-enxerto (Tabela 1).
Apos 10 dias de suspensdo do tratamento salino (recuperacdo), o porta-enxerto Paulsen nédo
apresentou diferenca no teor de Na* e CI foliar quando comparada ao periodo de 15 dias de
aplicacdo do sal, mostrando um acimulo progressivo de Na*e Clem decorréncia do estresse

ibnico, indicando maior sensibilidade do Paulsen a salinidade.

Com relacdo aos teores de K*, os porta-enxertos IAC e Paulsen mantiveram o0 K* em
folhas ao longo do tempo, ndo havendo diferenca no conteido de K* nas folhas do Paulsen ao
longo dos tempos estudados. Porém o IAC apresentou um acimulo progressivo de K* quase 2
vezes maior do que o Paulsen, em todos os periodos estudados (Tabela 2). No inicio do
experimento (controle — T0) o IAC apresentou um teor de K* 33% maior quando comparado
ao Paulsen e um aumento de 21% ja a partir do quinto dia de imposicdo do tratamento salino

comparado com seus valores iniciais.

A razdo K*/Na" que é sugestiva de homesotase idnica, ndo apresentou diferenca entre
0s porta-enxertos no inicio do experimento (Tabela 2). A partir do quinto dia de imposicado do
tratamento salino, o Paulsen apresentou um decréscimo expressivo na razdo K*/Na* quando
comparado aos seus valores de controle (2,15 vezes menor) e quando comparado ao IAC
(4,82 vezes menor) no mesmo periodo (cinco dias). Isto se d& em conseqiiéncia do acumulo
progressivo do ion Na* nas folhas do Paulsen, causando um decréscimo na razdo K*/Na*, que
por sua vez foi maior nas folhas do porta-enxerto IAC, uma vez que 0 mesmo acumulou

menos Na* em seus tecidos foliares.
No periodo de recuperacdo, o porta-enxerto IAC apresentou um decréscimo na razéo
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K*/Na* (2,26 vezes menor) quando comparado aos seus valores de 15 dias de salinidade e ndo
diferindo do Paulsen no mesmo periodo, uma vez que o IAC apresentou aumento no teor de
Na* no periodo da recuperacdo comparado a seus valores nos demais periodos (Figura 1). Isto
pode ter acontecido em decorréncia da suspensdo da salinidade e tentativa de ajuste
fisiolégico do porta-enxerto IAC na regulagdo do fluxo de ions uma vez que ndo se
encontrava mais sob condi¢des salinas. Enquanto que para caules e raizes, razdo K*/Na* foi
menor no porta-enxerto IAC quando comparado a folhas, uma vez que o mesmo apresentou
um maior acumulo de Na* nesses tecidos (Figura 1), reduzindo a razdo K*/Na* principalmente

em raizes (Tabela 3).

Tais resultados indicam que o IAC apresenta uma maior tolerancia sob condicdes
salinas quando comparado ao Paulsen, relacionada com a maior capacidade de retencdo de K*
nos tecidos e com os mecanismos de retencdo/exclusdo de Na‘*e CI-, favorecendo uma melhor

relacdo K*/Na*, especialmente em folhas (Tabela 3).

3.2 Efeitos da salinidade no transporte e na seletividade do potassio e sodio na parte

aérea e na raiz

Os padrdes encontrados nas taxas de transporte de potassio (Jk) e so6dio (Ina) para
folhas e raizes foram semelhantes aos observados anteriormente para acimulo iénico (Figura
1). A taxa de transporte de potassio (Jk) para as folhas foi superior no porta-enxerto IAC em
todos os periodos estudados, sendo mais expressivo com cinco dias de salinidade com uma
taxa cerca de 13 vezes quando comparado ao Paulsen no mesmo periodo (Figura 2). A partir
do décimo dia de estresse salino, o IAC apresentou um decréscimo de 60% na taxa de
transporte de K* em folhas em comparacdo ao quinto dia, porém, manteve-se maior que 0

Paulsen, que ndo apresentou diferenca entre si nos tempos estudados.

Com relagdo & taxa de transporte de Na* (Jna), O porta enxerto Paulsen apresentou
taxas superiores em folhas em todos os periodos estudados, sendo mais expressivo apds o
periodo da recuperacdo (suspensdo do sal), devido ao acimulo progressivo de Na* pelo
estresse idnico, mesmo apds o retorno a condicdes ndo salinas, indicando uma maior
susceptibilidade deste porta-enxerto ao sal. O IAC apresentou um aumento na taxa de
transporte de Na* (Jna) nas folhas no periodo da recuperagdo (Figura 3 — B). Isto pode ser
explicado como uma tentativa de ajuste no fluxo ibnico uma vez que o substrato passou por
um processo de lixiviacdo do sal, que foi diminuido em raizes no mesmo periodo (Figura 3 —
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D), explicando também os menores valores na razdo K*/Na* (Tabela 2.). O transporte de Na*
(Ina) em raizes foi superior no IAC em todos os periodos, indicando que houve uma redugédo
do transporte de Na* para as folhas (Figura 2), enquanto que o Paulsen apresentou uma maior
taxa de transporte de Na® para folhas. Porém, ap6s a recuperagdo, o porta-enxerto IAC
apresentou uma reducdo de 46% em seus valores da taxa de transporte de Na* em raizes, de
quando comparado com seus valores apds 15 dias de salinidade, uma vez que ndo se
encontrava em condicdes salinas, indicando um reajuste na translocagéo iénica e um aumento

na taxa em folhas como dito acima.

A seletividade (Sk-na) foi determinada a partir das taxas de transporte (Jk) e (IJna). Em
folhas, a seletividade do K™ sobre o Na* (Sk-na) foi maior no porta-enxerto 1AC ap6s 5 e 10
dias, ndo apresentando diferenca do Paulsen nos demais periodos. J& em raizes, o IAC
apresentou uma seletividade do K* sobre 0 Na® (Sk-na) mais expressivos, indicando uma
maior afinidade deste porta-enxerto por K" mesmo com a concentracdo de Na* aplicada (80

mM) superior a concentracdo de K* presente na solugdo nutritiva (7 mM).

3.3 Efeitos da salinidade nas trocas gasosas, rendimento fotossintético e potencial

hidrico

Neste estudo, as trocas gasosas foram mensuradas nos porta-enxertos em funcédo do
tempo de imposicdo da salinidade (80 mM de NaCl), no inicio do experimento nas plantas
controle — TO, com 15 dias de aplicacdo do tratamento salino e no periodo de recuperacdo. No
inicio do experimento, ndo houve diferenca nos parametros da assimilacdo de CO: (Pn),
condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E) através da curva de luz (Pn X DFFFD) entre 0s
porta-enxertos 1AC e Paulsen. Com 15 dias de imposi¢do do sal, houve um decréscimo nos
parametros fotossintéticos para ambas as variedades (Tabela 3 e Figura 4). O porta-enxerto
Paulsen apresentou uma queda em sua fotossintese liquida mais expressivo, diminuindo cerca
de 50% quando comparado ao controle (Tabela 3). Ja o IAC apresentou uma leve diminuicao
na sua assimilagdo de CO, quando comparado ao controle (25%), porém, manteve-se maior

do que o Paulsen no periodo de 15 dias de salinidade, que diminuiu cerca de 30%.

Ja no periodo de recuperacdo (10 dias apds a suspensdo do sal), o porta-enxerto I1AC
apresentou uma melhora significativa, apresentando pardmetros similares a condi¢édo inicial
(controle — TO), enquanto que o Paulsen apresentou um comportamento similar quando em

condicdes salinas (15 dias de imposi¢do de sal). O mesmo foi observado para E e gs, que
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apresentou uma diminui¢cdo em ambas as variedades com 15 dias de imposic¢do da salinidade,
porém, apos o periodo de recuperacdo, o IAC apresentou uma melhor gs quando ao Paulsen,
que apresentou valores similares a 15 dias de estresse salino. Com relacdo a EUA (Pn/E), 0
porta-enxerto Paulsen apds a recuperagdo apresentou um aumento, em decorréncia da queda
na assimilacdo liquida de CO juntamente com a transpiracdo indicando um maior gasto

metabdlico na tentativa de manutencdo dos parametros fotossintéticos.

Os parametros de trocas gasosas em resposta a pressdo parcial de CO, (Pn % C;) foram
obtidos nos pontos de compensacdo de CO: (400 ppm) (Tabela 3), com comportamento
similar aos observados na curva de luz. Nao houve diferenca na fotossintese liquida e a
condutancia estomatica entre os porta-enxertos IAC e Paulsen no inicio do experimento
(controle — T0). Apos 15 dias de tratamento salino, o porta-enxerto IAC apresentou uma
melhor assimilagéo liquida de CO>, juntamente com uma melhor conduténcia estomatica em
resposta a pressdo parcial de CO2. O Paulsen reduziu a fotossintese quando comparado ao
controle e quando comparado ao IAC no periodo de 15 dias. A conduténcia estomatica foi
igualmente diminuida, menor quando comparado ao controle e menor quando comparado ao
IAC no mesmo periodo. Ao final da recuperacdo (10 dias apds a suspensdo do tratamento
salino), o porta-enxerto Paulsen manteve a assimilacdo liquida de CO: reduzida, igualmente
ao periodo de 15 dias de aplicacdo do sal, enquanto que o IAC apresentou um aumento

significativo, igualmente a condicao de controle.

A eficiéncia de carboxilacdo que é calculada pela relacdo Pn/Ci, diminuiu no porta-
enxerto Paulsen ap6s 15 dias de salinidade, enquanto o IAC manteve a eficiéncia de
carboxilagdo em condicbes similares ao tempo inicial (controle — T0). Ap0s a recuperacao, o
Paulsen apresentou um aumento significativo na eficiéncia de carboxilagdo quando
comparado ao IAC neste mesmo periodo e quando comparado ao periodo de 15 dias de
aplicacdo do sal, provavelmente em decorréncia da diminuicdo da gs, ocasionando uma queda
na Pn, aumentando concentragdo de CO: intercelular ndo assimilado. Porém o porta-enxerto
IAC manteve a eficiéncia de carboxilacdo em condigdes similares ao tempo inicial (controle —

TO) nos periodos apds 15 dias de salinidade e recuperacédo (Tabela 3).

Os parametros calculados a partir das curvas Py x DFFFD e Py x C; sdo apresentados
na Tabela 4. A taxa méaxima de assimilacéo de CO2 em fungdo da luz Pnmax néo diferiram no
controle em ambas as variedades. Com 15 dias de salinidade, o porta-enxerto Paulsen
apresentou uma queda de 37% quando comparado ao controle e 22% quando comparado ao

IAC no mesmo periodo, mantendo reducgdo apos o periodo de recuperagdo. A taxa maxima de
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carboxilacdo de Rubisco (Vcmax), calculado a partir da curva Py x Cy, foi 33% menor no 1AC
apos 15 dias de salinidade quando comparado ao controle. Porém, quando comparado ao
Paulsen, foi cerca 80% maior. Tendéncia similar foi encontrada para a taxa maxima de

transporte fotossintético de elétrons (Jmax), que foi aproximadamente 40% maior no IAC.

Tomados em conjunto, esses resultados indicam que a fotossintese no porta-enxerto
IAC foi mais eficiente em resposta a0 aumento da intensidade da luz e da pressdo parcial
de CO2 em comparagdo com o Paulsen sob condigdes salinas. Com relagdo ao potencial
hidrico, no inicio do experimento, ndo houve diferenca significativa entre as variedades
(Figura 5). A partir do quinto dia de imposicdo do sal houve um decréscimo no potencial
hidrico para ambas as variedades, sendo mais expressivo para o Paulsen. Apds a recuperagédo
(suspensdo da salinidade) o porta-enxerto Paulsen manteve o potencial hidrico igualmente ao
periodo de 15 dias de salinidade, enquanto o IAC apresentou um aumento, retornando a
condicdo inicial (controle — T0). O porta-enxerto Paulsen apresentou menores valores no
potencial hidrico, bem como no crescimento com base no teor de matéria seca, demosntrando

ser mais sensivel em decorréncia do estresse osmotico sob salinidade.

3.4 Efeitos do sddio na absorcéo do potassio em porta-enxertos de videira

Os porta-enxertos de videira IAC 313 e Paulsen 1103 cultivados em casa de vegetacao
sob a privacdo de K* apresentaram mesma tendéncia no comportamento absorcdo de K* do
meio de incubacdo do tratamento controle (100 uM de K¥), sendo essa absorcdo mais
expressiva no genotipo IAC, que reduziu em torno de 50% da concentragdo inicial em 100

minutos, enquanto que o Paulsen esgotou cerca de 38% (Figura 6).

A quantidade de K* absorvida por unidade de massa pelas raizes dos porta-enxertos na
auséncia do NaCl aumentou progressivamente em funcdo do tempo em ambas variedades. Ja
na presenca do Na*, o porta enxerto Paulsen apresentou reducdo em torno de 50% da
quantidade de K* absorvida, indicando a falta de seletividade desse porta-enxerto na absorcao
de K' na presenca do Na* em altas concentracfes, demosntrando dispor de um sistema de

absorcdo de K* de alta afinidade (Figura 7).

4. DISCUSSAO

Sabe-se que a salinidade afeta o crescimento das plantas em consequéncia do estresse
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osmotico e acimulo de ions téxico, em especial, 0 Na* e o CI" (FERREIRA-SILVA, 2008;
MUNNS, 2002). O Paulsen apresentou maiores decréscimos no acumulo de fitomassa em
resposta a salinidade se comparado ao IAC. Resultados semelhantes também foram
encontrados em estudos entre genotipos contrastantes sob salinidade no trigo, pistache,
algod&o, onde a cultivar mais sensivel apresentou menor acimulo de matéria seca, associados
uma menor razdo K*/Na* em folhas e decréscimos nos parametros fotossintéticos (CHENG et
al., 2015; RAHNESHAN et al., 2018; WANG et al., 2017). Estudo em genétipos de cevada
demostraram que toxicidade causada pelo ion CI- também é um fator importante na reducao
do crescimento (TAVAKOLLI et al., 2011).

Neste estudo, foram observadas maiores teores dos ions Na* e CI- no porta-enxerto
Paulsen, que apresentou um menor acimulo de matéria seca em todos os periodos estudados,
especialmente na parte aérea, apresentando uma menor razao parte aérea/raiz (Tabela 1), uma
vez que o transporte de Na*e CI é responsavel pela diminuicdo dos nutrientes e reducdo do
crescimento da parte aérea (SILVA et al., 2015; TEAKLE; TYERMAN 2010). O porta-
enxerto 1AC apresentou maior retencdo de K* nos tecidos o que pode estar correlacionado
com um maior acumulo de matéria seca total (Tabela 1), uma vez que o potassio tem um
papel positivo no crescimento das plantas em condic¢des salinas, por desempenhar um papel
essencial na fotossintese e adaptacGes osmorregulatorias da planta ao estresse osmotico
(WANG et al.,, 2013; SHABBIR et al., 2015).

Os ions Na* e o K* sdo cations que apresentam raio i6nico hidratado relativamente
semelhante, podendo competir pelo mesmo sitio de absor¢do nas células das raizes das plantas
(BENITO et al., 2014). Dessa forma, a capacidade da planta em impedir o influxo de Na* nos
tecidos e reter e/ou absorver K* sob condic@es de salinidade esta envolvido com a tolerancia

ao sal.

O influxo de Na* nas plantas se da principalmente através dos canais de cations nao
seletivos (NSCCs) enquanto que a absorcdo de K* acontece por meio de um sistema de alta
afinidade, especialmente a familia transportadores de HAK/KUP/KT, quando o K* externo
encontra-se em baixas concentracdes (DEMIDCHIK; MAATHUIS, 2007; ZHANG, 2018).
Neste estudo, o porta-enxerto IAC teve um menor acimulo de Na* nos tecidos em condicdes
onde a oferta do K* externo foi menor (7 mM na solucéo nutritiva) do que a do Na* (80 mM
de NaCl acrescido a solucdo nutritiva), indicando que este porta-enxerto é mais tolerante e
que pode dispor de um mecanismo de alta afinidade da absor¢do do K™, apresentando um

maior teor em raizes (Tabela 2), enquanto que o Paulsen demonstrou ndo apresentar distin¢ao
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na absorgdo entre 0 K*e o Na*, apresentando um maior acimulo e Na* nos tecidos.

Um dos mecanismos de tolerancia ao sal esta envolvido com a capacidade da planta
em regular a absorcdo e o transporte do Na* para a parte aérea, compartimentalizando-o em
caules e raizes (LIANG et al., 2018). O maior teor de Na* foi encontrado em raizes e caules
do porta-enxerto IAC, indicando um mecanismo retencdo de ions tdxicos neste 6rgdo,
impedindo seu transporte para parte aérea. Tal mecanismo é considerado um dos fatores de
tolerdncia a salinidade (MUNNS; GILLIHAM, 2015). Genes do tipo SOS; presente nas
células raizes desempenham um papel importante na exclusdo de Na* na superficie das raizes
regulando o transporte de Na* para a parte aérea (SHI et al, 2000), mantendo assim uma
relacdo K*/Na* favoravel nas folhas, onde ocorrem as principais atividades metabdlicas das
plantas (TESTER; DAVEMPORT, 2003). O IAC pode dispor desse mecanismo, uma vez que
apresentou uma maior retencdo e Na* em caules e raizes (Figura 1) e uma maior razdo K*/Na*
em folhas (Tabela 3). Resultados semelhantes foram encontrados em estudos realizados
cevada, trigo, arroz, ao comparar genotipos contrastantes dentro da mesma espeécie,
observaram que os genotipos que apresentaram melhor razdo K*/Na* apresentavam maior
tolerancia ao sal, associados a demais parametros estudados (ZHU et al., 2017; SATHEE et
al., 2015; KIBRIA et al., 2017).

Com relagéo as taxas de transporte, 0 (Jk) em raizes do IAC apresentou-se maior em
todos os periodos, o que pode indicar uma maior tolerancia, uma vez que o acimulo de sais
altera a composicdo quimica dos solos reduzindo a disponibilidade de K* (MASOOD; BANO,
2016) e neste estudo a concentracdo de Na* (80 mM) foi superior a de K* (7 mM). Portanto, a
capacidade das plantas na retencdo de K* em raizes esta correlacionada com tolerancia ao sal
(CUIN et al., 2008; SHABALA; POTTOSIN et al., 2014). As plantas utilizam diferentes
mecanismos para evitar a toxicidade idnica, excluindo o excesso de Na* dos tecidos. Como
dito anteriormente, antiportadores Na*/H" presentes na membrana plasmatica de raizes sdo
codificadas pelo gene SOS;: atuam na exclusdo compartimentalizando o Na* nas raizes como
mecanismo de tolerancia (SHI et al., 2002, SHI et al., 2003). Dessa forma, o IAC apresenta
maior tolerancia por acumular mais Na* em raizes (Figura 1) e consequentemente, maior

transporte de Na* (Jna).

A seletividade (Sk-na) foi determinada a partir das taxas de transporte (Jk) € (Ina). O
porta-enxerto IAC apresentou uma maior tolerancia através da seletividade por K* sobre o
Na* (Sk-na), especialmente em raizes, uma vez que o K é absorvido pelas raizes através das

células epidérmicas e corticais e, uma vez no estelo, é transportado para a parte aérea e
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distribuido nas folhas e demais funcdes metabdlicas (ASSAHA et al., 2017). Esta absorcéo é
mediada por canais transportadores de alta afinidade, que medeiam a absorcéo de K* quando
este se encontra em baixas concentracdes ou sob condicfes de salinidade, contribuindo na
manutencdo da homeostase de K* e, portanto na tolerancia ao sal (OU et al., 2018, WU et al.,
2018).

Um dos marcadores fisiologicos de tolerancia pode estar envolvido com a manutengédo
de uma melhor taxa fotossintética sob condi¢cdes de sal, uma vez que é bem relatado que a
salinidade inibe a fotossintese e a capacidade de trocas gasosas nas plantas (PARIHAR et al.,
2015). O porta-enxerto Paulsen apresentou maiores reducfes nos parametros fotossintéticos,
indicando uma maior sensibilidade desse porta-enxerto sob condi¢fes de salinidade. O
estresse idnico, decorrente do acimulo de ions Na* e CI-, sdo um dos fatores diretamente
relacionados com a diminuicdo da fotossintese nas plantas sob salinidade (CHEN et al.,
2015). De fato, neste estudo, o Paulsen apresentou maior acimulo destes ions (Figura 1), o
que pode estar diretamente correlacionado com a diminuicdo nos parametros de trocas
gasosas, uma vez que acimulo de Na* e CI" nos tecidos foliares e conseqiientemente, nas
células dos cloroplastos, afeta os pigmentos que Ssdo responsaveis por captar a energia
luminosa, tais como as clorofilas e os carotendides (FENG et al., 2014; HUANG et al., 2015),
aumentando também o fechamento estomatico em decorréncia da possivel substituicdo do K*
por Na*, reduzindo a assimilagdo de CO; nas células (BOSE et al., 2017; TAVAKKOLI et al.,
2011).

O porta-enxerto IAC apresentou menores reducdes nos parametros avaliados com 15
dias de salinidade e ap0s o periodo de recuperacéo. Isto pode estar relacionado com a maior
capacidade deste porta-enxerto em reter o K* foliar sob condic6es de salinidade, uma vez que
o desbalanco nutricional nos teores de K* em decorréncia da salinidade afeta a difusdo do CO»
da atmosfera nos cloroplastos (JAKLI et al., 2016). Essa manutencéo fotossintética associado
uma melhor conduténcia estomatica, combinados com uma maior eficiéncia no transporte de
elétrons dos fotossistemas para o ciclo de Calvin e uma maior taxa de rotatividade de Rubisco
(Tabela 4). Esta eficiéncia pode estar relacionada com um menor acumulo Na* e CI" nos
tecidos foliares favorecendo uma melhor razdo K*/Na* quando comparado ao Paulsen, uma
vez que o K é relevante nos processos fotossintéticos estando diretamente envolvido na
fluorescéncia da clorofila, atividade da Rubisco e fixagdo liquida de CO2 (TIGHE-NEIRA et
al., 2018). Similarmente ao porta-enxerto Paulsen, diminui¢es nos pardmetros fotossintéticos
também foram observados em plantas de trigo em decorréncia da diminuicdo do K* sob
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salinidade, apresentando limitagdes em sua taxa fotossintética em decorréncia da diminuicéo
da conduténcia estomatica (GUL, 2019). Estudos realizados em citros revelaram que o
acumulo excessivo de CI- também causou reducBes na eficiéncia fotossintética em um dos
genotipos estudados, caracterizando o mecanismo de exclusdo deste ion como fator para
tolerancia ao sal (BRUMOS et al., 2009). Estudos anteriores abordaram a toxicidade idnica
especifica dos fons Na* e CI" na eficiéncia fotossintética em gendtipos de cevada sob
salinidade, onde elevadas concentracbes de Na® reduziram assimilacdo de K e Ca*
ocasionando declinio na assimilacdo de CO. em decorréncia da reducdo da condutancia
estomatica, enquanto que a alta concentracdo de CI limitou a fotossintese por fatores ndo
estomaticos e sim, pela degradagdo da clorofila original (TAVAKOLLI et al., 2011)

O estresse osmatico € um dos primeiros fatores que limitam o crescimento das plantas
sob salinidade, uma vez que diminui a disponibilidade de &gua em decorréncia da
concentracdo de sais no solo (YANG; GUO, 2018). Dessa forma, pode-se inferir que a
capacidade de recuperacdo do IAC esta relacionada a uma maior razdo K*/Na* nos tecidos,
refletindo em um melhor ajuste osmotico sob condicGes de salinidade, indicando uma maior
tolerancia, uma vez que o K* esta envolvido com a regulacdo osmética e um maior acimulo

em tecidos pode promover uma regulagéo estatus hidrico da planta (WANG et al. 2013).

As respostas do efeito do sodio na restricdo da absorcdo de potéssio apresentaram
respostas contrastantes entre os porta-enxertos. Os meios de incubacdo de ambos porta-
enxertos apresentaram reducdo significativa da concentracdo do K* em decorréncia da
absorcdo das raizes, uma vez que foram mantidas em solucdo nutritiva sem K* durante 20
dias. Ja foi demonstrado que o sistema alta afinidade pode ser ativado em plantas cultivadas
sob restricdo de K* e que apresentem reducdes de K* nos tecidos, com foi descrito em plantas
de pimenta (MARTINEZ-CORDERO et al., 2005). Resultados semelhantes foram
encontrados em estudos realizados com raizes destacadas de cajueiro (ALVES et al., 2012) e
feijao-caupi (VOIGT et al., 2009) onde as plantas sob privacdo de K* absorveram quantidades

expressivas na faixa de alta afinidade.

Sabe-se que altas concentracfes de Na* externo inibe a captacdo de K* tanto nos
sistemas de alta como de baixa afinidade, sendo a o sistema de baixa afinidade mais sensivel a
essa inibicdo, como foi demonstrado em estudos com cevada (Hordeum vulgare L.)
(KRONZUCKER et al., 2006 , 2008). A capacidade da planta em manter a absor¢do de K*
mesmo na presenca do Na* é um dos mecanismos de tolerancia, uma vez que atas

concentragdes externas de Na* inibe a absorcdo de K* em decorréncia da competicdo entre
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esses fons pelos canais de transportadores de K* (SHABALA et al,. 2017). Dessa forma, o
porta-enxerto IAC demonstra ser mais tolerante, apresentando uma reduc¢do no influxo liquido
de K" em cerca de 20% mesmo na presenca do Na*, corroborando com os resultados
coletados no primeiro estudo.

5. CONCLUSAO

Os resultados evidenciam que o0s porta-enxertos IAC e Paulsen apresentam
caracteristicas fisioldgicas distintas quando submetidas a salinidade, caracterizando um
contraste na tolerédncia. Conforme dados do experimento I, o IAC apresentou melhor
capacidade de crescimento com base nos teores de matéria seca, associado ao menor acumulo
de Na* e CI em tecidos foliares e combinados com um maior teor destes ions em tecidos de
caules e raizes, sugerindo que este porta-enxerto apresenta mecanismos de retencao/exclusédo
de ions toxicos, sendo esse um dos mecanismos de toleréncia ao sal. Dessa forma, a melhor
razdo K*/Na* encontradas no IAC, especialmente em folhas, indica maior afinidade deste
porta-enxerto por K* mesmo em condicOes salinas, resultando em uma melhor eficiéncia
fotossintética, maior relacdo parte aérea/raiz e ajuste osmotico quando comparado ao Paulsen.
Esta afinidade do porta-enxerto IAC por K* na presenca do Na* foi confirmado a partir dos
dados obtidos no experimento I, onde os porta-enxertos foram incubados em meios de
concentracdo de K™ na faixa de absorcdo de alta afinidade (100 pM), na auséncia e na
presenca do Na* (40 mM e 80 mM). O porta-enxerto IAC apresentou uma maior afinidade por
K*, embora o excesso de Na* no meio tenha restringido a absorcdo de K* pelas raizes de
ambos genotipos, sendo essa reducdo mais acentuada no porta-enxerto Paulsen e portanto,
envidenciando que este porta-enxerto dispoe de um sistema de baixa afinidade na captacéo de
K*, permitindo um maior influxo de Na* em codicdes salinas. Assim, nossos dados sugerem
que o contraste na tolerancia a salinidade entre gendtipos de porta-enxertos de videira
constitui um fator importante na selecdo de variedades que venham a garantir a

sustentabilidade da cultura sob salinidade, especialmente no semiéarido.
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TABELAS

Tabela 1. Conteldo de matéria seca em folhas (MSF), caules (MSC), raizes (MSR), matéria
seca total (MST) e razdo parte aérea/raiz (Pa/R) de porta-enxertos de videira IAC 313 e
Paulsen 1103 no inicio do experimento (controle — T0), com 5, 10 e 15 dias de exposi¢do ao
estresse salino (80 mM de NaCl) e 25 dias (recuperacéo).

- -1
Porta-enxerto  Tempo (dias) MATERIA SECA (g planta™)

MSF MSC MSR MST Pa/R
T0 5,92 Ac 577Bc 484 Ac 1653Ac 2,42 Ab
5 857 Aab 8,77 Aab 6,43Bb 23,45Ab 2,71 Aab
IAC 313 10 792 Aab 8,68 Aab 516 Bbc 21,76 Ab 3,22 Aa
15 758 Abc 821 Ab 620Bb 21,99Ab 2,95 Aa
25 9,76 Aa 10,74 Aa 8,27 Aa 28,77 Aa 2,49Bb
T0 229Bb  467Bb 463Ba 1159Ba 151Bb
5 337Bab 592Bab 546Ba 14,76 Ba 1,71Bb
Paulsen 1103 10 259Bab 7,18Aa 592Ba 15,70Ba 1,66 Bb
15 325Bab 6,93Aab 539Ba 1555Ba 1,65Bb
25 4,29 Ba 581Bab 587Ba 1597Ba 1,72Bb

As médias (n = 3) dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra maitscula (compara os dois porta-
enxertos em cada tempo) e pela mesma letra mindscula (compara 0 mesmo porta-enxerto em todos 0s
tempos) ndo diferem de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 2. RazGes K*/Na*" em tecidos de folhas, caules e raizes de porta-enxertos de videira
IAC 313 e Paulsen 1103 no inicio do experimento (controle — T0O), com 5, 10 e 15 dias de
exposicdo ao estresse salino (80 mM de NaCl) e 25 dias (recuperacao).

Relacdo K*/Na*

Porta-enxertos Tempo (dias)

Folha Caule Raiz

TO 15,71 Ab 6,68 Aa 5,44 Aa

5 24,33 Aab 5,33 Ab 2,13 Bb

IAC 313 10 21,40 Ab 4,27 Ab 1,50 Bb
15 13,00 Ab 2,05 Bb 1,06 Bb

25 5,74 Bc 1,25 Bb 1,46 Bb

TO 10,86 Abc 4,23 Ba 6,77 Aa

5 5,05 Ba 2,99 Bab 3,57 Aa

Paulsen 1103 10 1,62 Bab 2,04 Bb 2,25 Bb
15 2,22 Bcd 1,59 Bc 2,15 Bb

25 1,04 Bd 1,51 Bc 1,76 Bb

As médias (n = 3) dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra maitscula (compara os dois porta-
enxertos em cada tempo) e pela mesma letra mindscula (compara 0 mesmo porta-enxerto em todos 0s
tempos) nao diferem de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 3. Assimilacdo liquida de CO. (Pn), condutdncia estomatica (gs), concentragdo
intercelular de CO: (Ci) e eficiéncia de carboxilagcdo instantanea (Pn/Ci) em resposta ao
aumento da pressao parcial de CO2 (C;) no ponto de saturacdo (400 ppm) de porta-enxertos de
videira IAC 313 e Paulsen 1103 no inicio do experimento (controle — T0), com 5, 10 e 15 dias
de exposicéo ao estresse salino (80 mM de NaCl) e 25 dias (recuperacao).

. PN s Ci

Porta-enxertos  Tempo (dias) (umol m? 53 (mol ?n'z 57 (umol mol) Pn/Ci
T0 11,49 Aa 0,102Ab 216,93 Aa 0,044 Aa
IAC 313 15 10,40 Aa 0,096 Ab 226,29 Aa 0,046 Aa
25 11,30 Aa 0,120 Aa 223,30 Aa 0,051 Ba
TO 11,20 Aa 0,114 Aa 216,43 Aa 0,052 Aa
Paulsen 1103 15 5,23 Bb 0,053Bc  193,99Ba 0,027 Bb
25 5,42 Bb 0,071 Bb 78,68 Bb 0,069 Aa

As médias (n = 3) dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra maitscula (compara os dois porta-
enxertos em cada tempo) e pela mesma letra mindscula (compara 0 mesmo porta-enxerto em todos 0s
tempos) ndo diferem de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 4. Parametros associados a eficiéncia fotossintética calculados a partir das curvas de
ajuste Pn/DFFFA e Pn/Ci. Taxa maxima de assimilacdo de CO2 (Pnmax), taxa maxima de
carboxilagéo da Rubisco (Vcmax) € taxa maxima de transporte de elétrons fotossintéticos (Jmax)
de porta-enxertos de videira IAC 313 e Paulsen 1103 no inicio do experimento (controle —
TO), com 5, 10 e 15 dias de exposicdo ao estresse salino (80 mM de NaCl) e 25 dias
(recuperacao).

A 2ol
Porta-enxertos  Tempo (dias) Parametros (pmol m™= s™)

PNmax chax \]max
Controle - TO 12,70 Aa 102,01 Aa 119,81 Ba
IAC 313 15 dias 9,13 Ab 68,25 Ab 104,30 Ab
Recuperacao 11,08 Aa 53,47 Ab 92,28 Ab
Controle - TO 11,18 Aa 104,96 Aa 139,42 Aa
Paulsen 1103 15 dias 7,04 Bb 24,28 Bb 41,66 Bc
Recuperacao 5,78 Bb 27,68 Bb 90,99 Ab

As medias (n = 3) dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra maidscula (compara 0s
dois porta-enxertos em cada tempo) e pela mesma letra minascula (compara 0 mesmo porta-
enxerto em todos 0s tempos) ndo diferem de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 1. Os teores de K*, Na* e ClI" em folhas (em A, D e G), caules (em B, E e H) e raizes
(em C, F e 1) de porta-enxertos de videira IAC 313 (barras pretas) e Paulsen 1103 (barras
brancas) no inicio do experimento (controle — T0), com 5, 10 e 15 dias de exposi¢do ao
estresse salino (80 mM de NaCl) e 25 dias (recuperacdo). As barras representam os valores
médios (n = 3) £ DP. Os valores seguidos por letras maidsculas diferentes mostram diferencas
estatisticas com 5% de probabilidade entre os porta-enxertos no mesmo tempo de tratamento
com sal. Os valores seguidos por diferentes letras minusculas mostram diferencas estatisticas
com 5% de probabilidade entre 0 mesmo porta-enxerto em todos os tempos de tratamento
com sal, de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 2. Taxas de transporte de Na* (Jna) € K (Jk) em folhas (em A e B) e raizes (em C e D)
de porta-enxertos de videira IAC 313 (barras pretas) e Paulsen 1103 (barras brancas) no inicio
do experimento (controle — TO), com 5, 10 e 15 dias de exposi¢do ao estresse salino (80 mM
de NaCl) e 25 dias (recuperacdo). As barras representam os valores médios (n = 3) + DP. Os
valores seguidos por letras maiusculas diferentes mostram diferencas estatisticas com 5% de
probabilidade entre os porta-enxertos no mesmo tempo de tratamento com sal. Os valores
seguidos por diferentes letras mintsculas mostram diferengas estatisticas com 5% de
probabilidade entre 0 mesmo porta-enxerto em todos os tempos de tratamento com sal, de
acordo com o teste de Tukey.
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Figura 3. Seletividade (Sk,na) em folhas (em A) e raizes (em B) de porta-enxertos de videira
IAC 313 (barras pretas) e Paulsen 1103 (barras brancas) no inicio do experimento (controle —
TO), com 5, 10 e 15 dias de exposicdo ao estresse salino (80 mM de NaCl) e 25 dias
(recuperacdo). As barras representam os valores medios (n = 3) £ DP. Os valores seguidos por
letras maiusculas diferentes mostram diferencas estatisticas com 5% de probabilidade entre 0s
porta-enxertos no mesmo tempo de tratamento com sal. Os valores seguidos por diferentes
letras mindsculas mostram diferencas estatisticas com 5% de probabilidade entre 0 mesmo
porta-enxerto em todos os tempos de tratamento com sal, de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 4. Curvas de assimilagdo liquida de CO2 (em A), condutancia estomatica (em B),
transpiracdo (em C) e eficiéncia do uso da agua (em D) em resposta ao aumento da densidade
de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFFA) de porta-enxertos de videira IAC 313 (simbolos
fechados) e Paulsen 1103 (simbolos abertos), no inicio do experimento (controle — T0), com
15 dias de exposicdo ao estresse salino (80 mM de NaCl) e 25 dias (recuperacdo). Os
simbolos representam os valores médios (n = 3) + DP.
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Figura 5. Potencial hidrico foliar de porta-enxertos de videira IAC 313 (barras pretas) e
Paulsen 1103 (barras brancas) no inicio do experimento (controle — T0), com 5, 10 e 15 dias
de exposicdo ao estresse salino (80 mM de NaCl) e 25 dias (recuperacdo) realizadas no
horario da antemanha (4h). As barras representam os valores médios (n = 3) £ DP. Os valores
seguidos por letras mailsculas diferentes mostram diferencas estatisticas com 5% de
probabilidade entre os porta-enxertos no mesmo tempo de tratamento com sal. Os valores
seqguidos por diferentes letras minasculas mostram diferencas estatisticas com 5% de
probabilidade entre 0 mesmo porta-enxerto em todos os tempos de tratamento com sal, de
acordo com o teste de Tukey.
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Figura 6. Reducdo da concentracdo do K* no meio de incubagdo decorrentes da abosrcao
pelas raizes de porta-enxertos de videira IAC 313 (simbolo fechado) e Paulsen 1103 (simbolo
aberto) durante 100 minutos. Os simbolos representam os valores médios (n = 3) + DP.
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Figura 7. Efeito das concentracdes de NaCl (40 e 80 mM) no infuxo liquido de K* pelas
raizes de porta-enxertos de videira IAC 313 (circulos) e Paulsen 1103 (triangulos) durante 100
minutos. Os simbolos representam os valores médios (n = 3) £ DP.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura 1S. Aspecto visual dos porta-enxertos de videira IAC 313 e Paulsen 1103 no inicio do
experimento (controle — TO) (em A e B) e com 25 dias (recuperacdo) (em C e D).
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Figura 2S. Sintoma de toxixidade em folhas do porta-enxertos Paulsen 1103 com 25 dias
(recuperacao).
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Figura 3S. Crescimento de porta-enxertos de videira IAC 313 (simbolos fechados) e Paulsen
1103 (simbolos abertos), no inicio do experimento (controle — T0), com 5, 10 e 15 dias de
exposicdo ao estresse salino (80 mM de NaCl) e 25 dias (recuperacdo). Os simbolos
representam os valores méedios (n = 3) £ DP.
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CAPITULO Il - DIFERENCAS GENOTIPICAS ENVOLVIDAS COM A
HOMEOSTASE IONICA CONFERIDA PELA DISPONIBILIDADE DE K* EM
PORTA-ENXERTOS DE VIDEIRA (Vitis vinifera L.) SOB SALINIDADE

RESUMO

O aumento da salinidade nas terras agricultaveis € uma ameaca a producdo vegetal em todo
mundo, especialmente em regides semiaridas. E comumente relatado que o actmulo
excessivo do Na* interfere na homeostase do K* especialmente em folhas, diminuindo o
rendimento das culturas. Portanto, uma alternativa para manutengdo da vitivinicultura nessas
regides seria aumento da oferta de K™ a fim de restringir os efeitos negativos da salinidade.
Desta forma, o estudo teve como objetivo caracterizar diferengas genotipicas envolvidas na
reducdo de danos idnicos, fotossintéticos e de crescimento em resposta a ao aumento da
disponibilidade de K" em porta-enxertos de videira sob salinidade. Dois porta-enxertos de
videira (Vitis vinifera L.), das variedades IAC 313 e Paulsen, foram crescidos na auséncia de
salinidade (controle) e presenca dos tratamentos salino com NaCl (40 mM) isolado e
combinacdo de NaCI+KCIl (40 mM + 40 mM). Os porta-enxertos apresentaram respostas
distintas associados aos efeitos acumulativos do CI decorrente da oferta externa do K*. No
porta-enxerto IAC 313, a aumento do K* atenuou o acimulo de Na*, resultando em melhores
valores na razdo K*/Na* especialmente em folhas, combinados a manutencdo dos parametros
fotossintéticos e fotoquimicos, enquanto que o Paulsen demonstrou falta de seletividade na
absorcdo do K* e do Na* associados a presenca do Cl". Desta forma, o suprimento de K* como
alternativa para mitigar os efeitos do Na* em porta-enxertos de videira estd associado a
afinidade diferencial na absorcdo K* entre os porta-enxertos de videira, diferindo na tolerancia

a salinidade.

Palavras-chave: Estresse salino - Toxixicidade idnica - Transporte de ions - Homeostase de

K* - Parametros fotoquimicos
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ABSTRACT

The increase in salinity in agricultural land is a threat to crop production worldwide,
especially in semiarid regions. It is commonly reported that excessive Na* accumulation
interferes with K" homeostasis, especially in leaves, decreasing crop yields. Therefore, an
alternative for maintaining viticulture in these regions would be to increase the supply of K*
in order to limit the negative effects of salinity. Thus, the study aimed to characterize
genotypic differences involved in the reduction of ionic, photosynthetic and growth damage in
response to the increased availability of K™ in grapevine rootstocks under salinity. Two
grapevine rootstocks (Vitis vinifera L.), varieties IAC 313 and Paulsen, were grown in the
absence of salinity (control) and the presence of saline treatments with NaCl (40 mM) alone
and combination of NaCl + KCI (40 mM + 40 mM). The rootstocks presented different
responses associated with the cumulative effects of ClI" resulting from the external supply of
K*. In the IAC 313 rootstock, the increase in K* attenuated the Na* accumulation, resulting in
better values in the K*/Na* ratio, especially in leaves, combined with the maintenance of
photosynthetic and photochemical parameters, while Paulsen demonstrated a lack of
selectivity in the absorption of K* and Na* associated with the presence of CI. Thus, the
supply of K* as an alternative to mitigate the effects of Na* in vine rootstocks is associated
with the differential affinity in K* absorption between vine rootstocks, differing in tolerance

to salinity.

Keywords: Saline stress - Ionic toxicity - Ion transport - K* homeostasis - Photochemical

parameters
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1. INTRODUCAO

A salinidade dos solos é uma dos fatores mais importantes que acometem de forma
negativa a produgdo vegetal, limitando o crescimento, associados com o desbalango
nutricional e limitagBes da atividade fotossintética, como resultado de efeitos osmoticos e
ionicos do estresse salino (ISAYENKOV; MAATHUIS, 2019). O aumento da salinizagdo dos
solos em areas agricolas representa uma séria preocupagdo para a sustentabilidade da
producdo vegetal, especialmente em regifes semidridas, onde a baixa pluviosidade
combinadas a altas demandas evaporativas favorece a 0 processo de salinizagdo dos solos
(HANIN, 2016). O excesso de sais na solugdo do solo aumenta a concentragéo de solutos
afetando os potenciais osmético/hidrico, além de intensificar o efeito toxico de ions salino
especificos, principalmente Na* e CI'(MUNNS; GUILLIAM, 2015).

O excesso de Na™ nos solos afeta a absorcdo e processos metabdlicos dependentes de
K*, em decorréncia da competicdo por mecanismos de absorcdo em células das raizes bem
como por sitios de ligacdo em proteinas especificas (NIEVES-CORDONES et al., 2016). A
absorcdo do K* pelas plantas ocorre através de dois sistemas especificos, denominados de alta
e baixa afinidade. O sistema de baixa afinidade é responsavel pela captacdo quando o teor de
K* externo encontra-se elevado (faixa de mM), enquanto que o sistema de alta afinidade atua
na absorcdo em concentraces de K* reduzidas (faixa de umol) (LI et al., 2018). Ja o influxo
de Na* ocorre por meio dos canais de cations ndo seletivos (NSCC) que sdo permeaveis tanto
a cations monovalentes como divalentes, ou pelos sistemas de alta afinidade na absorcéo de
K* devido a similaridade do raio i6nico entre Na* e K" (ASSAHA et al., 2017).

O K* é um dos macronutrientes essenciais no crescimento e desenvolvimento das
plantas, sendo um dos cations mais abundantes nos tecidos vegetais vivos, requerido em
varias atividades metabolicas na célula vegetal, como a osmorregulacdo, ativacdo enzimatica,
sintese de proteinas, fotossintese e homeostase de idnica (ZENG et al., 2018). Por outro lado,
o Na* ndo é um nutriente essencial, embora ja seja considerado como elemento benéfico para
algumas espécies de plantas C4 e halofitas (NIEVES-CORDONES et al., 2016). Assim, a
manutencdo de uma elevada razdo K*/Na‘celular sob salinidade tem sido relatada como um
mecanismo de tolerancia ao sal (ZHANG et al., 2018). Além disso, 0 acimulo de ions toxicos
como Na* e CI reduz a capacidade fotossintética e a fluorescéncia da clorofila e a resposta
desses parametros podem ser usados como ferramentas fisioldgicas para avaliar a tolerancia

ao estresse salino (NAJAR et al., 2019). Ja foi relatado que o aumento da concentracdo
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externa de K* pode restringir a toxicidade do Na* sob condi¢des salinas (RODRIGUES et al.,
2013).

A vitivinicultura no Brasil tem ascendido nos Gltimos anos, com aumento do cultivo
exclusivo de regides temperadas a semidridas, especialmente no vale do submédio do Sé&o
Francisco, que é responsavel por mais de 15% de toda producdo nacional (CAMARGO et al.,
2011; IBGE, 2017). Nestas regibes, as condi¢cdes edafoclimaticas associadas a técnicas
inadequadas de manejo do solo e irrigacdo com aguas de baixa qualidade podem intensificar o
processo de salinizacdo (FERREIRA-SILVA et al., 2009). Além disso, nessas condicfes a
correcdo da salinidade dos solos com praticas agricolas convencionais de gessagem e lavagem
do perfil do solo sdo consideradas de alto custo e apenas temporarias. Por outro lado, a
identificacdo e uso de genotipos mais tolerantes ao estresse salino é considerado como uma

solug@o mais sustentavel/viavel.

A videira é uma espécie agricola cultivada na forma de plantas enxertadas, porém
ainda ndo existem gendtipos caracterizados para resisténcia a sal. Assim, a identificacdo de
porta-enxertos resistentes com base em marcadores genéticos/fisioldgicos envolvidos com
processos metabolicos necessarios a producdo sob salinidade, como a fotossintese e a
homeostase ibnica, pode contribuir com a viabilidade de cultivos em areas salinizadas. Desta
forma, o objetivo do estudo foi caracteriza diferencas genotipicas responsaveis pela
resisténcia ao sal envolvendo seletividade K*/Na*, fotossintese e crescimento, com base em
marcadores fisioldgicos de eficiéncia desses processos em plantas de videira expostas a

salinidade na auséncia e presenca de concentracdo elevada de K* no meio.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material e tratamentos de plantas

As mudas de videira (Vitis vinifera L.), em fase de pré-enxertia, dos genotipos IAC
313 e Paulsen 1103, produzidas pelas normas certificadas para a producdo de mudas, foram
fornecidas por viveiro comercial (Petromudas LTDA). As mudas obtidas a partir de estacas
(30 dias ap6s plantio) foram aclimatadas em casa de vegetacdo do Programa de pds-graduacéo
em Producdo Vegetal - UFRPE/UAST, com temperaturas médias de 24°C/36°C (min/méx),
umidade relativa 45%, densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFFA) 1200 pmol m2

st e fotoperiodo 12h, por 7 dias, irrigadas diariamente com agua destilada e a cada dois dias
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com solugédo nutritiva a ¥ da forga idnica (Hoagland e Arnon, 1950). Em seguida, foram
transferidas para cultivo em vasos de plastico de 5 L, contento areia e vermiculita na
proporcdo 1:1 (v/v) e seguiram nessas condi¢Oes de cultivo por mais 7 dias para aclimatacéo,
irrigadas diariamente com agua destilada e a cada dois dias com solucdo nutritiva a forca
ionica total (Hoagland e Arnon, 1950).

Apbs esse periodo procedeu-se a diferenciacdo dos tratamentos onde as plantas
controle foram submetidas a irrigacdo diaria e aplicacdo de solucdo nutritiva a cada dois dias e
as plantas para aplicacdo dos tratamentos tiveram NaCl 40 mM (proporcdo Na™:K* 1:0) e a
combinacdo NaCl 40 mM + KCI 40 mM (proporcdo Na™:K" 1:1) acrescidas a solucéo
nutritiva, respectivamente. O experimento teve duracdo de 12 dias, até as plantas

apresentarem sintomas visuais toxicidade, totalizando seis aplicagcdes dos tratamentos.

Ao final do experimento, as plantas foram coletadas, separadas em diferentes partes
(folhas, caules e raizes) onde parte das folhas foi pesada e imediatamente imersas em
nitrogénio liquido e armazenadas em ultra-freezer (-80 °C) para analises posteriores. As
demais foram secas juntamente com caules e raizes em estufa com circulagéo de ar (55 °C por

72h), para determinacgdes do teor de matéria seca e contetdo iénico.

2.2 Medic0es de trocas gasosas e parametros fotoquimicos

As trocas gasosas foram mesuradas usando um sistema analisador de gas a
infravermelho (IRGA, modelo LI6400XT, LI-COR, EUA). As medi¢bes da assimilacdo
liquida de CO2 (Pn), condutancia estomatica (gs), e transpiragdo (E) foram determinadas em
resposta a densidade do fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFF) e presséo
parcial de COz (Ci). As analises foram realizadas nas folhas localizadas no terco médio
superior das plantas, no periodo da manhd, ao final do periodo experimental (12 dias). Os
parametros internos na camara do IRGA foram a DFFFA fixada a 1500 pmol m2 s, o CO;

foi fixado em 380 umol m™ s e a temperatura em 28 °C.

Os parametros de fluorescéncia foram mensurados na superficie da folha das plantas
usando o método de pulso de saturacéo através de um fluorimetro de luz portatil MINI-PAM
Il (Heinz Walz, Alemanha). O rendimento quéntico efetivo do fotossistema Il PSII Y(I1), taxa
relativa de transporte de elétrons (ETR), quenching fotoquimico (qP) e quenching nao

fotoquimico (NPQ), foram estimados pelas seguintes F/Fm’ x DFFF x 0,5 xAF/Fm’ = (Fm’ —
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Fs’)/Fm’, ETR = Arela¢gdes Fv/Fm = (Fm — Fo)/Fm, 0,84, qP = (Fm’ — Fs)/(Fm’ — Fo’), NPQ
= (Fm-Fm’)/Fm’.

2.3 Contetdo de clorofilas a, b e totais e carotendides

Foram pesadas 200 mg de matéria fresca (MF) das folhas de cada planta, cortadas em
pequenos fragmentos e solubilizados em tubos de ensaio contendo 5 ml de acetona a 80%. Os
tubos foram armazenados fora da luz em ambiente refrigerado e seu volume foi completado
sempre que necessario. As medidas dos teores de clorofila (Chl) e carotendides foram
realizadas por leituras diretas em espectrofotémetro nos comprimentos de onda de 470, 645,
652 e 663 nm, de acordo com os métodos de Arnon (1949) e Wellburn (1994) e foram
estimadas atraves das seguintes equacgdes: Chly = [(12.7x A663- 2.69xA645)/(1000xW)]xV,
Chly = [(22.9x A645- 4.68xA663)/(1000xW)]xV, Chltotais = (Chla + Chlp) e Carotendides =
[((1000xA470) — (1.9xChla) - (63.14xChly))/214]; onde A é a absorbancia, V o volume final
do extrato (5 mL), e W o0 peso em gramas do tecido vegetal (= 0,2 g). Os resultados foram

estimados em mg g* MF.

2.4 Teores de sédio (Na*), potassio (K¥) e cloreto (CI') e taxa de acumulacédo de Na* e
Cl

Os teores de Na* e K* foram determinados por fotometria de chama e o teor de CI" por
titulacdo. Apos secagem em estufa, os tecidos de folhas, caules e raizes foram triturados em
moinho de facas do tipo Willey para obtencdo das farinhas. Em seguida, amostras (200 mg)
de farinhas dos tecidos foram submetidas a extracdo por incubacdo em tubos de ensaio com
tampas rosqueadas, contendo 25 ml de agua ultra-pura, e fervidos em banho maria a 100 °C
por 1 h. Os extratos foram filtrados e coletados 20 ml para a titulacdo do cloreto com nitrato
de prata (AgNOs; 28 mM), utilizando o cromato de potassio (K2CrOs 5%) (p/v) como
indicador; e para as determinacdes de sddio e potassio em fotbmetro de chama (Micronal,
Mod. B462) com base em curva padrdo (0 a 1000 uM) de NaCl e KCI. Os resultados foram

expressos em pmol g MS.

A taxa de acumulacdo de Na" e CI foi calculada com base dos teores destes ions
encontrados em folhas, caules e raizes, para os tratamentos salinos comparados aos seus

respectivos controles durante o periodo experimental: TACna/ci = (Ms— M;) / tr. Onde a TAC
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é a taxa de acimulo i6nico para Na* ou CI', Mse M; sdo os teores idnicos final (tratamento) e

inicial (controle) e t¢ é o periodo experimental de 12 dias, expresso em pumol gt MS dia™.

2.5 Delineamento experimental e anélise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em fatorial 3
X 2, com trés tratamentos: controle, NaCl e NaCI+KCI e dois porta-enxertos de videira (IAC
313 e Paulsen 1103), com trés repetices por tratamento. Cada réplica foi representada por um
vaso contendo um porta-enxerto. Os dados foram analisados pela andlise de variancia
(ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey no nivel de significancia de
0,05.

3. RESULTADOS

3.1 Sintoma de toxicidade foliar, acimulo de matéria seca, particdo de ions e

homeostase iOnica

Esse estudo teve o objetivo de avaliar se a oferta externa de K* na mesma proporcéo
atenuaria os efeitos do Na* em porta-enxertos de videira, usando o KCI e NaCl com fonte
desses ions, respectivamente. O teor de K* nas plantas controle ndo apresentou diferenca em
folhas, caules e raizes (Figura 1). Nos tratamentos com a combinacdo do NaCIl+KCI, os
valores do K* em folhas dobraram em ambas as variedades, cerca de 2,10 vezes no IAC e
2,67 vezes no Paulsen, mostrando que o aumento na disponibilidade do K* na mesma
propor¢do do Na* induziu um aumento proporcional no teor de K*, especialmente no Paulsen,
porém, esse aumento nao reduziu o influxo de Na* em folhas nesta variedade, que aumentou
cerca de 10 vezes o teor de Na* quando comparado ao controle e 2 vezes quando comparado

ao tratamento apenas com NaCl 40 mM.

Essa diferenca na reducdo do influxo de Na* entre os porta-enxertos pode estar
relacionados a afinidade do IAC por K* em condic¢des salinas, conforme exposto no capitulo
Il, associados ao mecanismo de exclusdo/retencdo de Na“ em caules que esta variedade
dispde, indicando maior tolerancia. Os resultados do teor de Cl nos tecidos em folhas
seguiram a mesma tendéncia do acimulo de Na* (Figura 2). O porta-enxerto Paulsen no

tratamento NaCI+KCI apresentou um acumulo 2 vezes maior de CI" em folhas quando
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comparado ao tratamento com NaCl 40 mM, enquanto que neste tratamento o teor de CI

aumentou cerca de 5 vezes quando comparado ao controle.

Conforme exposto, o Paulsen mesmo com o aumento na oferta de K*, ndo diminuiu o
acumulo de Na* nos tecidos e, portanto, diminuiu a relacdo K*/Na* especialmente em folhas
(Tabela 1). O IAC apresentou melhor relacdo K*/Na™ em folhas, cerca de 3 vezes maior que o
Paulsen no tratamento NaCl+KCI, onde houve um aumento da oferta externa de K*. Ja em
caules e raizes da variedade IAC, esta relacdo diminuiu cerca de 7 vezes quando comparado a
folhas, decorrentes do maior acumulo de Na® em tecidos de caules e raizes deste porta-
enxerto. Ao correlacionar com as taxas de acimulo de Na" e CI', o porta-enxerto Paulsen
apresentou um acumulo de Na* quase 2 vezes maior no tratamento com a combinacéo
NaCIl+KClI quando comparados com o tratamento apenas com NaCl 40 mM (Tabela 2). J& no
porta-enxerto 1AC, foi possivel evidenciar no tratamento com a combinacdo do NaCl+KClI
uma reducdo na taxa de acimulo de Na* em folhas de quase 10 vezes, evidenciando que o

aumento no teor de K* atenuou o acimulo de Na* nesta variedade.

Com relacdo ao acumulo de CI- em folhas, a taxa de acimulo dobrou no Paulsen
quando comparado apenas ao tratamento com NaCl. Isto pode ter ocorrido em resposta a
combinacdo das fontes do K* e Na* apresentarem associacdo com o cloreto CI". Neste estudo,
0s sintomas de queima foliar foram observados no porta-enxerto Paulsen com 12 dias de
aplicacdo dos tratamentos, sendo mais expressivo na combinacdo NaCl+KCI, enguanto que o
IAC ndo apresentou sintomas (Figura 3), confirmando o acumulo de Na* combinados aos

efeitos aditivos de CI- em folhas, conforme exposto anteriormente.

Com base no teor de matéria seca, o porta-enxerto Paulsen no tratamento com a
combinacdo NaCIl+KCI apresentou maiores reducfes na matéria seca de folhas, reduzindo
cerca de 2 vezes quando comparado ao seu respectivo controle, enquanto que para o IAC nédo
foram encontradas diferencas significativas entre os porta-enxertos apds 12 dias de aplicacédo

dos tratamentos (Tabela 3), estando associado ao acimulo de CI- em tecidos de folhas.

3.2 Respostas das trocas gasosas, parametros de fluorescéncia e conteddo de clorofila

e carotenodides

Com relagdo as mensuragdes de trocas gasosas, a assimilacdo liquida de CO nas duas
variedades ap6s 12 dias de aplicacio do NaCl 40 mM ndo apresentaram diferenca
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significativa quando comparados ao controle (Figura 4). O porta-enxerto IAC ndo apresentou
diferenca na fotossintese liquida nos tratamentos com NaCl 40 mM e na combinagdo
NaCl+KCI, mesmo apresentando uma reduc¢do na relacdo K*/Na* no tratamento apenas com
NaCl 40 mM (Tabela 2).

J& o porta-enxerto Paulsen na combinagdo NaCl+KCI apresentou uma reducdo cerca
de 66% na assimilacdo de CO, quando comparado ao controle e 54% quando comparado ao
tratamento apenas com NaCl 40 mM. Diferentemente do IAC, esses resultados confirmam
que o decréscimo nos parametros fotossintéticos no porta-enxerto Paulsen nos tratamentos do
NaCI+KCI é decorrente do acimulo de Na* e especialmente o CI- em folhas (Figura 2)
resultante da combinacdo. As taxas de transpiracdo e condutancia estomatica apresentaram o
mesmo padréo de resposta da assimilagéo liquida de CO..

Os parametros fotoquimicos foram avaliados com base no o rendimento quantico
aparente de fotossistema Il PSII (Y1), taxa de transporte de elétrons (ETR), quenchings
fotoquimico (gP) e ndo fotoquimico (NPQ). Nos tratamentos controle, ndo foram observadas
diferencas na eficiéncia fotoquimica do PSII (YII) entre as variedades, estando ambas em
torno de 0,79 (Figura 5), apresentando respostas distintas quando expostas aos tratamentos
com sal. No tratamento apenas com NaCl, ndo houve uma variacdo significativa em ambas
variedades. No entanto, no tratamento com a combinacdo do NaCI+KCI, o YII apresentou
uma reducdo significativa, com efeito mais acentuado no porta-enxerto Paulsen, atingiu um
valor de 0,581 enquanto que o IAC manteve-se semelhante ao controle. Na auséncia do sal, o
porta-enxerto Paulsen apresenta maiores valores de ETR, apresentando uma redu¢do em torno
de 30% no tratamento com NaCl 40 mM e cerca de 70% no tratamento da combinacgéo

NaCl+KCl, saturando em torno 250 umol de fotons.

Com relacdo ao quenchings fotoquimico (qP) e ndo fotoquimico (NPQ), é possivel
observar uma leve diminuicdo do gP nos tratamentos salinos quando comparados ao controle,
indicando que mesmo com aplicacdo dos tratamentos o porta-enxerto IAC manteve os centros
de reacdes abertos. Relacionados a isto, € possivel observar um leve aumento no quenching
ndo fotoquimico (NPQ) no IAC nos tratamentos salinos em relag¢do ao controle. O Paulsen na
auséncia do sal apresentou gP superior, igualmente a eficiéncia do PSIl e da ETR, diminuindo
no tratamento apenas com NaCl. J& no tratamento com a combinacdo do NaCHKCI, o
Paulsen reduziu o gP em quase 50% quando comparado ao controle, indicando que os centros

de reagbes foram fechados em resposta a algum desequilibrio nos centros de reagdes.
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Igualmente ao gP, o NPQ no tratamento com a combinagdo do NaCl+KCIl reduziu

drasticamente a dissipacdo em forma de calor, saturando antes dos 500 umol de fotons.

Mesmo com respostas distintas entre 0s gendtipos nos parametros fotoquimicos, ndo
foram observadas diferencas significativas com relacdo aos teores de clorofila e carotendides
(Tabela 4). Mesmo apresentando sintomas visiveis de toxicidade em resposta ao excesso de
ClI' ndo foi possivel detectar alteragcBes significativas nos contetdos de clorofila e
carotendides.

4. DISCUSSAO

Diferentemente do Paulsen, no IAC foi possivel observar que o aumento da oferta
externa de K" reduziu o influxo de Na* nos tecidos (Figura 2). Em folhas, o IAC no
tratamento com a combinacdo do NaCI+KCI apresentou uma reducdo de 1,64 vezes no
acumulo de Na* quando comparado ao tratamento apenas com NaCl 40 mM, mostrando que a
aumento da oferta do K* externo reduziu o acimulo de Na* nesta variedade. Ja foi relatado
que a aplicacdo de K* pode reduzir a absorcdo de Na* e dessa forma, aliviar os efeitos nocivos
do estresse salino (WAKEEL, 2013). Estudos realizados com pinhdo manso e com morango
mostraram que um aumento na disponibilidade do K* em condicGes salinas diminuiu os teores
de Na" (RODRIGUES et al., 2012; KHAYYAT et al., 2009).

A capacidade de regular a captacdo e transporte do Na*, bem como a manutencdo do
K* sob salinidade sdo uma das caracteristicas envolvidas na tolerancia ao sal (SHABALA;
POTTOSIN, 2014). Foi demonstrado que proteinas do tipo SOS1 desempenham um papel
crucial na regulacdo do transporte de Na* para a parte area, secretando o Na* na seixa do
xilema (ZHU et al., 2016; ADEM et al., 2014). Quando comparado ao Paulsen, o IAC
apresentou um maior acumulo de CI- em tecidos de caules e raizes quando comparados a folha
nos tratamentos NaCl 40 mM e na combinacdo NaCIl+KCI, confirmando retencdo de ions
toxicos nestes drgaos impedindo o transporte a parte aérea. Em videiras, ja foi relatado que o
antiporter vacuolar do tipo NHX (VnNHX1) esta envolvido na regulacdo do transporte de Na*
e tolerancia a salinidade (SALEH; ALSHEHADA, 2018; AYADI et al., 2019). Enquanto ao
CI, existem varios genes candidatos envolvidos na regulacdo do transporte em videiras,
através do carregamento do CI- do simplasto estelar das raizes para o apoplasto do xilema, via
indugdo do acido abscisico (ABA), impedindo o transporte para folhas (GONG et al., 2011;
ABBASPOUR et al., 2014).
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O IAC apresentou melhor relagdo K*/Na* em folhas decorrentes do maior acumulo de
Na* em tecidos de caules e raizes deste porta-enxerto. Um dos mecanismos de tolerancia a
salinidade esta envolvido na regulacdo transporte do K* e o Na*, envolvendo um actmulo
seletivo de K" e uma exclusdo do Na*, mantendo assim, uma relacdo K*/Na* favoravel,
especialmente em folhas (ASSAHA et al., 2017). A manutencdo da razdo K*/Na* é um
indicativo de tolerancia bem relatado em glicéfitas (MUNNS; TESTER, 2008; SHABALA,
2013).

A combinacdo com o CI" também pode ter contribuido para o aumento no influxo de
Na* no tratamento com a combina¢do, uma vez que o teor de Na* dobrou quando comparado
ao tratamento apenas com NaCl. Sabe-se que o influxo de Na" nas plantas ocorrem via
sistemas de baixa afinidade de captagéo de cations através dos canais de cations nao seletivos
(NSCCs) ou por meio dos sistemas de alta afinidade na captacdo de K* pela competicdo
devido a similaridade do raio ibnico desses dois cations (TESTER; DAVEMPORT 2003;
ZHU, 2003). Dessa forma, pode se inferir que o acimulo de CI- foi maior em folhas do porta-
enxerto Paulsen uma vez que o CI" estava associado aos cations Na* e K*, indicando a falta de
seletividade deste gendtipo na absorcdo de cations monovalentes, diferentemente do IAC. A
toxicidade por CI" é bastante relatada em lenhosas perenes, inclusive em videiras, onde
alteracdes fisiologicas sob salinidade sdo decorrentes da sensibilidade ao acimulo de CI™ nas
folhas e ndo do Na* (LI et al., 2017).

Sinntomas de toxixidade foliar foram observados no porta-enxerto Paulsen quando
comparado ao IAC. Um diagndstico importante na avaliacdo do estado nutricional das plantas
sd0 0s sintomas visuais que podem ser expressos na folhas. A diagnose visual trata-se de um
meio simples e necessario que fornece informac6es sobre a deficiéncia ou excesso conforme
os sintomas especificos a cada nutriente (MALAVOLTA et al., 2006). Os sintomas de
toxicidade (ressecamento e necrose) foliar sdo comumente descritos como um dos efeitos
negativos da salinidade em plantas, inclusive em videiras (SOHRABI et al., 2017). O porta-
enxerto Paulsen também apresentou menor teor de matéria seca e em videiras ja foi relatado
que o acimulo de Na" e em maior extensdo do CI, resultou em reducdes do crescimento,
biomassa e producéo de frutos (WALKER et al., 2004; 2010).

O aumento do influxo de Na* em tecidos foliares ocasiona decréscimos nos
parametros fotossintéticos uma vez que reduzi a relagdo K*/Na* (SHABALLA; POTOSSIN,
2014). Porém, estudos realizados com videira relatam que o acimulo do CI- em folhas é mais

danoso que o Na*, ocasionado maiores reducdes na fotossintese (FISARAKIS et al., 2001).
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Dessa forma, a resposta similar na fotossintese do IAC nos tratamentos com NaCl 40 mM e

na combinacdo NaCI+KCI pode estar atribuida ao menor teor de CI- em folhas (Figura 1).

Ao correlacionar os pardmetros fotoquimicos com acumulo iénico, podemos afirmar
que o tratamento da combinacdo NaClH+KCI causaram maiores danos no porta-enxerto
Paulsen em decorréncia do excesso de CI, ocasionando uma diminui¢do significativa na
cadeia de transporte de elétrons nas membranas dos tilacdides associados a danos nos
receptores de elétrons do (YII) (CHAGAS et al., 2008; FOYER; NOCTOR, 2000). Mesmo
ndo apresentando diferenga, o aumento do NPQ no IAC nos tratamentos com sal pode estar
associado a mecanismos de protecdo a fim de dissipar 0 excesso de energia ndo utilizada nas
reagOes fotoquimicas evitando a fotoinibicdo (ROHACEK, 2002), mantendo assim o gP. O
Paulsen reduziu o gP em quase 50% quando comparado ao controle e 0 NPQ saturou antes
dos 500 umol de fétons. O NPQ é usado como indicativo do excesso de dissipacdo de energia
luminosa na forma de calor nos complexos antenas do PSII (NAJAR et al., 2019). Dessa
forma, essa reducdo indica que porcdo de energia luminosa ndo estava sendo absorvida em

decorréncia desequilibrio no complexo antena.

Com relacdo aos conteudos de clorofila e carotenoides, é comumente relatado que o
estresse salino altera os contetdos de clorofila em resposta ao efeito oxidativo, em
decorréncia do efeito idnicos, degradando a clorofila original seguidos da senescéncia
(NEGRAO, et al., 2017). Porém, sabe-se que as plantas sob salinidade sdo afetadas
primariamente pelo efeito osmdtico decorrente do excesso de sais na solucdo do solo
restringindo a absor¢cdo (MUNNS; GILLIHAM, 2015). Portanto, é possivel inferir que devido
ao curto tempo de exposicdo aos tratamentos (12 dias) entre as variedades em resposta aos
efeitos osmdticos, uma vez que o dano oxiditavo acontece em resposta secundaria ao efeito

gradativo do estresse idnico.

5. CONCLUSAO

Neste estudo, os porta-enxertos IAC e Paulsen apresentaram respostas distintas em
relacdo a oferta do K* proporcionalmente igual ao Na*, combinados aos efeitos aditivos do CI
. Nao houve reducdo do Paulsen, a oferta externa de K* ndo reduziu o acimulo de Na" nos
tecidos de folhas no tratamento NaCIl+KCI. O anion CI™ afetou o porta-enxerto Paulsen, que
apresentou um maior acimulo em folhas tanto do Cl" quanto do Na*, reduzindo assim, 0s

parametros fotoquimicos e fotossintéticos. J& no IAC, foi possivel observar que a oferta
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externa de K* proporcionalmente ao Na* mesmo no curto tempo, atenuou os teores de Na* nos
tecidos e associados a uma maior afinidade na absor¢cdo de K*, combinados aos mecanismos
de exclusdo/compartimentalizacdo que este porta-enxerto dispde, com base nos teores de Na*
e especialmente o CI" em tecidos de caules e raizes no tratamento NaCIl+KCI, impedindo o
transporte desses ions para as folhas e assim, favorecendo uma melhor homeostase ibnica e
razdo K*/Na* em folhas. Os resultados demonstram que o porta-enxerto IAC dispde de
mecanismos que regulam o transporte idnico e uma maior afinidade na absorcdo de K* em
condicdes salinas, assegurando uma melhor homeostase e contribuindo para manutencgéo tanto
dos parametros fotoquimicos quanto os de trocas gasosas, indicando uma maior tolerancia

deste porta-enxerto quando comparado ao Paulsen sob salinidade.
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TABELAS

Tabela 1. Relacdo K*/Na* em tecidos de folhas, caules e raizes de porta-enxertos de videira
IAC 313 e Paulsen 1103 nos tratamentos controle, NaCl 40 mM e NaCl+KCI durante 12 dias.

Relagdo K*/Na*

K*/Na*
Porta-enxertos Tratamento -
Folha Caule Raiz

Controle 12,98 Aa 8,13 Aa 8,63 Aa
IAC 313 NaCl 5,93 Bb 0,72 Cb 0,97 Bb
NaCl+KCI 9,88 Aa 1,37 Bb 1,46 Bb
Controle 12,82 Aa 3,88 Ba 7,55 Aa
Paulsen 1103 NaCl 4,60 Bb 0,63 Chb 1,11 Bb
NaCl+KCI 3,40 Bb 1,32 Bb 1,54 Bb

As médias (n = 3) dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra maitscula (compara os dois porta-
enxertos em cada tratamento) e pela mesma letra mindscula (compara 0 mesmo porta-enxerto em
todos os tratamentos) ndo diferem de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 2. Taxa de acumulacdo de Na* e CI" em tecidos de folhas, caules e raizes de porta-
enxertos de videira IAC 313 e Paulsen 1103 submetidos aos tratamentos com NaCl 40 mM e

NaCl+KClI, relativa aos controle, durante 12 dias.

(umol g MS dia?)

Na* CI
Porta-enxertos Tratamentos - -
Folha Caule Raiz Folha Caule Raiz
IAC 313 NaCl 13,77 Aa 21,91 Aa 39,93 Aa 16,20Bb 11,92 Aa 48,37 Ab
NaCIl+KCl 1,72Bb 15,35 Aa 32,72 Aa 33,95Ba 1543 Aa 43,56 Bb
Paulsen NaCl 11,09 Ab 16,70 Aa 39,02 Aa 32,39 Ab 4,43Bb 40,18 Bb
NaCl+KCl 25,16 Aa 13,00 Aa 31,22 Aa 79,15 Aa 2,90Bb 53,88 Aa

As médias (n = 3) dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra maitscula (compara os dois porta-
enxertos em cada tratamento) e pela mesma letra mindscula (compara 0 mesmo porta-enxerto em
todos os tratamentos) ndo diferem de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 3. Conteido de matéria seca em folhas (MSF), caules (MSC), raizes (MSR) e razao
parte aérea/raiz (Pa/R) de porta-enxertos de videira IAC 313 e Paulsen 1103 nos tratamentos
controle, NaCl 40 mM e NaCl+KCI durante 12 dias.

MATERIA SECA

(g planta?)
Porta-enxertos Tratamentos
MSF MSC MSR Pa/R
Controle 5,98 Aa 8,63 Aa 3,29 Aa 4,61 Aa
IAC 313 NaCl 4,46 Aa 6,80 Ba 1,69 Bb 6,86 Aa

NaCl+KClI 4,33 Aa 7,11 Aa 2,56 Aab 4,52 Aa
Controle 5,33 Aa 7,76 Aa 3,30 Aa 4,09 Aa
Paulsen 1103 NaCl 6,62 Aa 8,88 Aa 3,72 Aa 4,19 Aa

NaCl+KCl 2,57 Bb 8,87 Aa 3,13 Aa 3,70 Aa

As médias (n = 3) dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra maitscula (compara os dois porta-
enxertos em cada tratamento) e pela mesma letra mindscula (compara 0 mesmo porta-enxerto em
todos os tratamentos) ndo diferem de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 4. Conteudos de clorofilas a, b, totais e carotendides de porta-enxertos de videira IAC
313 e Paulsen 1103 nos tratamentos controle, NaCl 40 mM e NaCl+KCI durante 12 dias.

Contetdo de Clorofila e Carotendides

mg g MF
Porta-enxertos  Tratamento - —
Chla Chly Chl totais Carotendides
Controle 0,78 Aa 0,26 Aa 1,04 Aa 7,03 Aa
IAC 313 NaCl 0,57 Aa 0,17 Aa 0,74 Aa 6,11 Aa

NaCl+KCI 0,39 Aa 0,14 Aa 0,52 Aa 6,10 Aa
Controle 0,76 Aa 0,25 Aa 1,01 Aa 6,78 Aa
Paulsen 1103 NaCl 0,65 Aa 0,18 Aa 0,83 Aa 6,88 Aa

NaCl+KClI 0,81 Aa 0,25 Aa 1,06 Aa 7,46 Aa
As médias (n = 3) dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra maitscula (compara os dois porta-
enxertos em cada tratamento) e pela mesma letra mindscula (compara 0 mesmo porta-enxerto em
todos os tratamentos) ndo diferem de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 1. O teor de K* em folhas (em A), caules (em B) e raizes (em C) de porta-enxertos de
videira IAC 313 (barras pretas) e Paulsen 1103 (barras brancas) nos tratamentos controle,
NaCl 40 mM e NaCI+KCL durante 12 dias. As barras representam os valores médios (n = 3)
+ DP. Os valores seguidos por letras maiusculas diferentes mostram diferencas estatisticas
com 5% de probabilidade entre os porta-enxertos no mesmo tratamento. Os valores seguidos
por diferentes letras minasculas mostram diferencas estatisticas com 5% de probabilidade
entre 0 mesmo porta-enxerto em todos os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 2. Os teores de Na* e ClI" em folhas (em A e D), caules (em B e E) e raizes (em C e F)
de porta-enxertos de videira IAC 313 (barras pretas) e Paulsen 1103 (barras brancas) nos
tratamentos controle, NaCl 40 mM e NaCI+KCL durante 12 dias. As barras representam o0s
valores médios (n = 3) £ DP. Os valores seguidos por letras maiusculas diferentes mostram
diferencas estatisticas com 5% de probabilidade entre os porta-enxertos no mesmo tratamento.
Os valores seguidos por diferentes letras minusculas mostram diferencas estatisticas com 5%
de probabilidade entre 0 mesmo porta-enxerto em todos os tratamentos, de acordo com o teste
de Tukey.
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Controle NaCl NaCl+KClI Controle NaCl NaCl+KClI

Figura 3. Aspecto visual de porta-enxertos de videiras das variedades IAC 313 (em A) e
Paulsen (em B) depois de cultivados na auséncia (controle) e presenca de NaCl (40 mM) e da
combinacdo de NaClHKCI (40 mM + 40 mM) durante 12 dias, em condicGes de casa de
vegetacdo. Em destaque, os sintomas da toxicidade i6nica foliar severa apenas nas mudas da
variedade Paulsen submetidas ao NaCl combinado ao KCI.
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Figura 4. Taxas de assimilagdo liquida de CO. (em A), conduténcia estomatica (em B) e
transpiracdo (em C) de porta-enxertos de videira IAC 313 (barras pretas) e Paulsen 1103
(barras brancas) nos tratamentos controle, NaCl 40 mM e NaCIl+KCI durante 12 dias. As
barras representam os valores médios (n = 3) + DP. Os valores seguidos por letras maiusculas
diferentes mostram diferencas estatisticas com 5% de probabilidade entre os porta-enxertos no
mesmo tratamento. Os valores seguidos por diferentes letras mintsculas mostram diferencgas
estatisticas com 5% de probabilidade entre 0 mesmo porta-enxerto em todos os tratamentos,
de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 5. Curvas dos parametros fotoquimicos em resposta ao aumento da DFFF: eficiéncia
do fotossistema Il (Y(II)) (em A), quenching fotoquimico (qP) (em B), taxa relativa de
transporte de elétrons (ETR) (em C) e quenching ndo fotoquimico (NPQ) (em D) de porta-
enxertos de videira IAC 313 (simbolos fechados) e Paulsen 1103 (simbolos abertos) nos
tratamentos controle, NaCl 40 mM e NaCI+KCL durante 12 dias. As barras representam 0s
valores médios (n = 3) = DP.
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