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Mecanismos fisiolégicos de resisténcia a salinidade conferidos pelo porta-enxerto
em mudas enxertadas de videira

Autora: Thialla Larangeira Amorim
Orientador: Sérgio Luiz Ferreira da Silva

RESUMO

No estudo foi avaliado o papel de porta-enxertos sobre mecanismos bioquimicos e
fisiologicos de resisténcia a salinidade envolvidos na homeostase i0nica, na eficiéncia
fotossintética e protecdo oxidativa em mudas de videira. Foram realizados dois estudos,
um experimento inicial caracterizando crescimento e parti¢ao iOnica em porta-enxerto
(Experimento I) e outro com mudas enxertas (Experimento II), utilizando porta-enxertos
mais resistentes identificados (Exp. I). O experimento I foi realizado em ensaio fatorial
4 x 3, consistindo de quatro porta-enxertos (IAC 313, IAC 572, Paulsen e SO4)
expostos a trés concentracdes de NaCl (0, 40 e 80 mM) na solugdo nutritiva durante 26
dias. O experimento II foi realizado em fatorial 4 x 3, consistindo de quatro tipos de
mudas enxertadas (Enxertos/porta-enxertos: BRS Vitoria/IAC 313; BRS Vitoria/IAC
572; BRS Vitoria/Paulsen; BRS Vitoria/SO4) submetidas a concentragdes crescente de
NacCl (0, 40 e 80 mM) na solucdo por 15 dias. A homeostase i6nica foi estudada pelo
acumulo e particdo de Na', CI e K" relagdo K'/Na", enquanto a eficiéncia fotossintética
foi pelas trocas gasosas e atividade fotoquimica. Os distarbios oxidativos foram
avaliados com base em marcadores de danos (peroxidacao de lipidio de membranas) e
protecdo enzimatica (atividade enzimadtica) e ndo-enzimatica (ascorbato e glutationa).
Os resultados mostram que as videiras apresentam diferentes respostas fisiologicas
frente ao estresse salino, encontrando um contraste entre os porta-enxertos estudados.
Os porta-enxertos IAC 313 e IAC 572 apresentam uma melhor tolerancia, enquanto que
Paulsen e SO4 mostram-se mais sensiveis, apresentando um melhor crescimento e
maiores redugdes nos parimetros fotossintéticos associados ao menor conteado de K"
nas folhas. Os porta-enxertos IAC 313 e IAC 572, quando testados tanto como porta-
enxerto, como enxertados na BRS Vitéria ndo apresentaram redugdo do contetido de K"
nas folhas e em raizes reduziu em uma pequena propor¢do em resposta a salinidade
quando comparadas com a SO4 e Paulsen, sugerido que se esses materiais forem
empregados na produg¢do de mudas resultard em plantas mais tolerantes ao estresse
salino. As mudas enxertadas sobre o IAC 313 sob salinidade apresentaram uma maior
eficiéncia fotossintética associada a melhor homeostase K'/Na" e atividade fotoquimica,
indicada pela ETR e qP. No geral, os resultados mostram caracteristicas associadas com
a sensibilidade e/ou tolerancia a salinidade, nos porta-enxertos de videira e em mudas
enxertadas. Nesse estudo essas caracteristicas foram atribuidas ao porta-enxerto, porém
os dados indicam apenas parte complexidade dos mecanismos fisioldgicos no processo
de enxertia ainda pouco conhecidos, especialmente em condig¢des salinas.

Palavras-chaves: Estresse salino, fotossintese, porta-enxerto, enxertia, videira.



Physiological mechanisms of resistance to salinity conferred by the rootstock on
grafted vine shoots

Autora: Thialla Larangeira Amorim
Orientador: Sérgio Luiz Ferreira da Silva

ABSTRACT

In the study was evaluated the role of rootstock on the biochemical and physiological
mechanisms of resistance to salubrity in ionic, effective photosynthetic and oxidation in
grapevine seedlings. Two studies were carried out, an initial experiment characterizing
growth and partition in an experiment with the use of portagrafgraftado (Experiment II),
using the most resistant rootstocks identified (Exp. I). The experiment was done in a 4 x
3 factorial, consisting of three rootstocks (IAC 313, IAC 572, Paulsen and SO4)
exposed to three solutions of NaCl (0, 40 and 80 mM) in the nutrient solution for 26
days. Experiment II was performed in a 4 x 3 factorial, composed of four grafting types
(Grafts / rootstocks: BRS Vitoria / IAC 313, BRS Vitoria / IAC 572, BRS Vitéria /
Paulsen, BRS Vitéria / SO4) submitted to increasing concentrations NaCl (0, 40 and 80
mM) in the solution for 15 days. lonic homeostasis was studied by the accumulation and
partitioning of Na', CI', K" e K'/Na" ratio, while photosynthesis was carried out by gas
exchange and photochemical activity. Oxidative disturbances were evaluated based on
damage markers (membrane lipid peroxidation) and enzymatic protection (ascorbate
and glutathione). The results show that, as the vines present physiological responses to
saline stress, being found among the studied rootstocks. IAC 313 and IAC 572 have
better tolerance, while SO4 and higher show better growth and higher reductions in
photosynthetic parameters at the lowest K™ content in the leaves. IAC 313 and IAC 572,
when tested as rootstocks, as grafted on BRS Vitoria and the reduction of K™ content in
leaves and leaves reduce the proportion in response to salinity when compared to SO4
and Paulsen, suggested that seew materials primers in the production of seedlings will
result in plants more tolerant to salt stress. The salines grafted on the IAC 313 under the
salinity to a greater photosynthetic associated to the best K’/ Na" homeostasis and
duration of the photochemistry, indicated by the ETR and gP. In general, the services
were evaluated with a sensitivity and / or tolerance to the salinity, in grafted spaces of
grapevine and in grafted seedlings. In this sense, the units were exposed to the portal
graft, but the data were only part of the physiological mechanisms in the grafting
process.

Keywords: Saline  stress,  photosynthesis,  rootstock,  grafting,  vine.



CAPITULO I - DISTURBIOS METABOLICOS INDUZIDOS PELA
SALINIDADE
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1. Introducio e revisiao de literatura (Estado de arte)

1.1 Estresses abioticos: salinidade

Os diversos fatores abidticos como a seca, alagamento, frio, calor, ventos fortes,
alta intensidade de luz, excesso de ozonio (O3), salinidade no solo e 4gua, entre outros,
que ocorrem na natureza de forma isolada e simultdnea, podem afetar negativamente o
desenvolvimento vegetal. Esses impactos sdo particularmente danosos para as espécies
cultivadas, que na sua maioria sdo plantas sensiveis a esses fatores adversos (MUNNS;
TESTER, 2008). Esses danos, resultam em mudangas sobre aspectos morfologicas e
sobretudo em processos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares que sdo essenciais para
a homeostase celular (SHAHBAZ; ASHRAF, 2013; SUZUKI et al., 2015).

Os estudos conduzidos até hoje sugerem que hd uma redugdo no rendimento das
culturas em cerca 50% atribuido a esses fatores ameagando, a produtividade agricola em
todo o mundo (GALMEZ et al., 2013). Esse problema pode se agravar ainda mais
devido ao crescente aumento da populagdo humana, que podera ocasionar o aumento
dos impactos ambientais causados pelas acdes antropicas. O resultado disso ¢ a redugdo
de areas cultivadas, da produtividade e qualidade das culturas que consequentemente
pode levar a uma grande escassez de alimentos (YAMAGUCHI; BLUMWALD, 2005;
SHAHBAZ; ASHRAF, 2013; GAMES et al., 2013).

Além do aumento populacional e da degradacdo dos agroecossistemas devido a
poluicdo e falta de manejo adequado dos recursos naturais, os dias atuais estdo sendo
marcados pela escassez global de recursos hidricos e o aumento da salinizagao do solo e
da agua (YAMAGUCHI; BLUMWALD, 2005; SHAHBAZ; ASHRAF, 2013). Dos
fatores abidticos, a salinidade causada pelo excesso de sais na solu¢do dos solos ¢ um
dos estresses ambientais mais devastadores para a sustentabilidade da agricultura no
mundo, particularmente em regides semiaridas (YAMAGUCHI; BLUMWALD, 2005;
SHAHBAZ; ASHRAF, 2013, MUNNS; GILLIHAM, 2015).

Este estresse abidtico pode ocorrer na natureza por causas naturais, devido ao
tipo predominante de rochas que dao origem ao solo, que liberam varios tipos de sais
soluveis, principalmente cloretos de sddio, célcio e magnésio, e também sulfatos e
carbonatos (SZABOLCS, 1989). Os cloretos possuem uma solubilidade elevada e sao

altamente toxicos para as espécies cultivadas juntamente com os sulfatos. Esses dois
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elementos sdo os principais responsaveis pela salinizagdo dos solos, principalmente em
ambientes aridos e semiaridos (SANCHEZ et al., 2015).

Essa ocorréncia da salinidade nos solos em areas aridas e semiaridas, além de
causas naturais, pode também ocorrer pela limitagdo de agua, atribuido a fatores
climaticos proprios destas regides, especialmente as altas taxas de evaporagdo em
detrimento a precipitagdo (CHAVES et al., 2009; MITLLER; BLUMWALD, 2010;
MUNNS; GILLIHAM, 2015).

Além dos processos naturais e climaticos, outro fator que contribui com o
aumento da salinidade nos solos ¢ o manejo inapropriado da irrigagao. A falta do
manejo adequado, principalmente relacionados com a qualidade da é4gua, leva ao
despejo de grandes aportes de sais nos solos cultivaveis. Esses sais em excesso no solo
afetam as caracteristicas estruturais/fisicas do solo, diminuindo a estabilidade dos
agregados e a condutividade hidraulica, restringindo a infiltracdo de 4gua e aumentando
a erosdo dos solos afetados por sais (LAURENSON et al., 2012).

Pesquisas estimam que aproximadamente 1 a 10 bilhdes de hectares de solos sdo
afetados por sais em todo o mundo, afetando cerca de 75 paises (NOURIA et al., 2017),
com possibilidade de um aumento potencial de cerca de 10 a 16% ao ano (YENSEN;
BIEL 2006; AYDEMIR; SUNGER 2011). Os solos afetados por sais podem ser
classificados como salino, s6dico ou salino-sédico (tabela 1), conforme classificagdo
proposta por Brady (2002).

Tabela 1 Classificagdo dos solos afetados pelos sais (Brady, 2002).

Classificacao do | Condutividade | pH Taxa de absorcao | Condicao
solo afetado por sal | elétrica (dS/m) de sodio (SAR) fisica do solo
Salino >4 <8.5 <13 Normal
Salino-sédico >4 <8.,5 >13 Normal
Sédico <4 > 8.5 >13 Pobre

Essa classificagao tomou como base caracteristicas como condutividade elétrica,
pH, taxa de absor¢do de sddio e condig¢des fisicas do solo . Os solos salinos se
diferenciam pelo grande teor de sais soliveis, os salinos-sodicos apresentam um
excesso de sais e sddio trocaveis, enquanto que os solos sddicos apresentam niveis mais

altos de ions de sodio (SASTRE-CONDE et al., 2015).

18



A salinidade ndo prejudica apenas a estrutura fisica do solo, como pode também
acometer sua composicdo quimica afetando diretamente o balango/disponibilidade de
nutrientes e a fertilidade (HOGARTH, 2015). Isso ¢ um problema principalmente em
terras agricolas, devido aos efeitos da salinidade no solo refletir diretamente no
desempenho das culturas, prejudicando a germinagdo e consequentemente o
desenvolvimento do vegetal, causando uma queda na produtividade agricola global
(NOURI et al., 2017).

Em arroz que ¢ uma das principais culturas agricola mundial, pdde-se observar
uma mudanga leve nas propriedades quimicas no carater do grao sob estresse salino
moderado e a medida que o estresse aumentou, houve um impacto no rendimento da
cultura (THITISAKSAKUL et al.,, 2015). Efeitos negativos da salinidade foram
observados também em outras diversas culturas cultivadas, onde a maiorias das
demonstram-se sensiveis a salinidade, apresentando diversos disturbios em seu
metabolismo, refletindo diretamente no desenvolvimento da planta, produtividade e

rendimento.

1.2. Efeito da salinidade sobre as plantas

A salinidade pode desencadear diversos disturbios ao metabolismo vegetal, isso
pode ocorrer devido aos danos causados a partir de efeitos osmoticos, 10nicos,
osmoticos/idnicos e oxidativos. Tais efeitos comprometem o funcionamento celular,
resultando na reducdo do crescimento podendo levar até a morte da planta. Esses danos
celulares ocorrem em resposta de duas fases distintas de respostas das plantas aos

efeitos da salinidade ao longo do tempo: a fase osmotica e a fase ionica (Figura 1).
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Figura 1 Resposta da taxa de crescimento em plantas sob estresse salino, mostrando as
suas duas fases distintas: uma ¢ a resposta rapida ao aumento da pressdo osmotica
externa (fase 1) e a outra ¢ uma resposta mais lenta devido a acumulagao de ions toxicos
(Na" e CI') nos tecidos, particularmente nas folhas (fase 2) (MUNNS, 2005).

A fase osmotica ¢ uma fase de resposta relativamente rapida, que ocorre em
reflexo do aumento da pressao osmdtica externa, no instante em que as raizes da planta
entram em contato com meio salino (MUNNS; TESTER, 2008; CHEN et al., 2017 ).
Essa fase ¢ a principal responsavel pela reducao inicial nas taxas de crescimento, pois
limita o turgor celular afetando a expansdo das folhas crescentes e faz com que o
surgimento de folhas novas e o desenvolvimento dos botdes laterais sejam mais lentos,
formando menos ramos ou brotagdes laterais (MUNNS; TESTER, 2008).

Seguida a fase do estresse osmotico, a fase i6nica ocorre de forma gradativa e
surge mais tardiamente que a osmotica, sendo desencadeada principalmente devido ao
acumulo do sal em concentragdes toxicas, especificamente o sodio (Na") e cloreto (CI).
Iniciando com o acumulo dos fons Na” e CI” em concentragdes toxicas, principalmente
nas folhas mais velhas, que ja passaram do estagio de expansdo e ja nao possui mais a
capacidade de diluir o sal, ou seja, seu efeito estd diretamente relacionado com o
aumento da senescéncia das folhas foliar das folhas mais velhas (MUNNS; TESTE,
2008).
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Quando a taxa da morte foliar causada pela toxicidade osmotica/idnica for maior
que a producdo de folhas novas, ira ocorrer reducdo na capacidade fotossintética da
planta, afetando assim a taxa de crescimento, devido a planta ndo conseguir a
necessidade de carboidratos para realizar tal processo. A fase inicial do estresse
(osmdtica) ¢ a mais danosa para a planta, o efeito i6nico s6 ¢ mais dominante que o
osmotico em niveis muito elevados de salinidade ou em espécies sensiveis que ndo
possuem a capacidade de controlar o transporte dos ions téxicos (MUNNS; TESTE,
2008).

Alguns trabalhos afirmam que o sistema de transporte que controla a absorgao
do Na“ e CI a partir dos vasos do xilema da raiz para a parte aérea, sio determinantes
na tolerancia ao estresse salino (MUNNS et al., 2012; FEKI et al., 2014). Porém os
mecanismos fisiologicos e moleculares desencadeados em respostas a sensibilidade ao
estresse salino ainda ndo estdo claros. Algumas espécies vegetais como o Meldo, o
Pepino, abobora e pimenta sio mais sensiveis ao estresse causado pelo excesso de Na',
enquanto que soja, Videiras e Citros sdo aparentemente mais sensiveis ao excesso de CI’
nos tecidos (COLMER et al., 2006, MUNNS et al., 2006, MUNNS; TESTER 2008,
NIU et al., 2017).

O efeito do estresse i6nico juntamente com o estresse osmoético pode leva a
planta ao desequilibrio nutricional, devido a redugdo na absor¢do e/ou transporte de
nutrientes (FOYER; NOCTOR, 2003). A disponibilidade dos nutrientes pode ser
limitada tanto devido a redu¢@o no potencial osmdtico externo, como pela competicao
dos fons Na' e CI" com os de Ca*", K' e Mg2+ (PARIDA; DAS, 2005; PENELLA et al.,
2016).

As respostas predominantes ao estresse salino vado depender tanto das
caracteristicas do estresse, tais como, severidade, dura¢do, nimero de exposicdo e
combinacdo de estresses, como das caracteristicas da planta, especificamente do
genotipo, estagio de desenvolvimento e do o6rgdo ou tecido em questdo (MUNNS;
GILLIHAM, 2015). Além dos efeitos da salinidade na aquisicdo e retencdo de agua,
manuten¢do da homeostase idnica e nutricdo da planta, o estresse salino pode também
ter efeito sobre a producao de hormonios (KRASENSKY; JONAK, 2012; YOSHIDA et
al., 2014), indugao do sistema antioxidante (ASHRAF et al., 2012; HU et al., 2012;
WANG et al., 2012; FINI et al., 2014) e, desencadear disturbios no metabolismo

fotossintético.
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1.3. Efeitos da salinidade sob a fotossintese e sistema antioxidante

Geralmente um dos primeiro processos metabdlicos a serem afetados pelo
estresse salino ¢ a fotossintese. A salinidade pode afetar esse processo tanto de forma
direta, pela diminui¢do do CO, disponivel devido ao fechamento estomatico, que ¢ o
primeiro estimulo realizado pela planta ao sofrer algum tipo de estresse, ou
indiretamente, pelo acumulo das EROs causando o estresse oxidativo. Isso pode ser
prejudicial ndo apenas para a maquinaria fotossintética como também para outros
mecanismos celulares (CRAMER, 2010).

A energia utilizada pelas plantas para sua manutengdo geral ¢ adquirida através
da fotossintese e fixada em compostos de carbono (AMTHOR, 2000; JACOBY et al
2011; MUNNS; GILLIHAM, 2015). Esse processo desempenha func¢des ndo apenas no
crescimento da planta, como também ¢ responsavel pelo rendimento das culturas
(CHAN et al., 2016; BOSE et al, 2017). A salinidade pode afetar os processos
fotossintéticos, resultando em uma redugdo da area foliar, do teor de clorofila e da
condutancia estomatica e pela diminuicao da eficiéncia do sistema fotossensivel II
(NETONDO et al., 2004).

A resposta inicial ao estresse salino ¢ regulada pelo acido abscisico (ABA)
(SUZUKI et al., 2016). Esse horménio ¢é responsavel por induzir o fechamento
estomatico para evitar a perda de agua causada pelo estresse osmotico (SHINOZAKI et
al., 2007; SUZUKI et al., 2016). O problema é que essa resposta limita também a
entrada de CO; nas células (CHAVES et al., 2009; GALMES et al., 2013; BOSE et al.,
2017).

A reducdo na absorcdo do CO; pode afetar negativamente o ciclo de Calvin,
reduzindo a atividade e/ou concentracdo das enzimas responsaveis pela reducdo
fotossintética do carbono. Esse ciclo ¢ o principal dissipador para a reducao de
equivalentes produzidos pela cadeia de transporte de eletricidade fotossintética (PET)
(TIKKANEN et al.,, 2014). A rubilose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenasse (E.C
4.1.1.39) (Rubisco) ¢ a enzima responsavel pelo processo de fixacdo do CO, (FOYER;
NOCTOR, 2000).

A Rubisco € a nica enzima que apresenta a uma funcao dupla no processo de
fixacdo do CO,, atuando tanto como carboxilase como oxigenase (WHITNEY et al,
2011). A propriedade de carboxilagdo ou oxidagdo dessa enzima ¢ regulada em parte

pela relacdo CO,/O; na célula (FOYER et al., 2012). Quando a disponibilidade de CO,
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dentro das folhas ¢ restrita, a ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenasse catalisa
uma reacdo competitiva em que o oxigénio ¢ favorecido sobre o CO; como substrato
(TRIPATHY; OEMULLER, 2012).

A diminui¢do na disponibilidade de CO, pode induzir o desequilibrio nos
processos fotossintéticos, por interferir no funcionamento do ciclo de Calvin
(TIKKANEN et al., 2014). O ciclo de Calvin ¢ um redutor crucial para a reducdo de
equivalentes produzidos pela cadeia de transporte fotossintético de elétrons, qualquer
disfuncdo nesse processo pode criar um excesso de energia nos tilacoides e
interromper a relagdio NADP+/NADPH, causando a redugdo do principal aceptor de
elétrons (NADP"), devido ao menor uso do poder redutor (NADPH) (FOYER et al.,
2012; WALKER et al., 2014).

A reducio de NADP™ pode levar ao desvio de elétrons para o oxigénio
molecular, produzindo espécies reativas de oxigénio (EROs) (FOYER; NOCTOR,
2000; TAKASHI; BAGDER, 2011). As principais EROs produzidas na célula vegetal
sdo: radical hidroxila (O,"), peroxido de hidrogénio (H,05) e o oxigénio singleto ('O5)
(MITTLER et al., 2004, MITTLER et al., 2011) (Figura 2). Eles podem afetar o nivel

um do outro até se mover entre os compartimentos (TIAN et al., 2016).

Radical

Superoxido
I a E- - W E- . _!i
0, « 10, » 0, » 0,

OxigénioSingleto  Dioxigénio

lon peroxido

H* W
: Fe*
HO), ol o B
Radical  Perénidode ReacdodeFenton = oo
e Hidrogénio hidroxila

Figura 2 Formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs), adaptado de Gill;
Tuteja, 2010.
As EROs podem ser produzidas tanto nos cloroplatos, como também propagado
para outros compartimentos celulares, tais como mitocondrias, peroxissomo, citossol
entre outros (FOYER; SHIGEOKA, 2010; NOCTOR et al., 2014) (figura 3). As

oxidades sao produzidos principalmente no apoplasto e algumas oxidases e peroxidases,
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no cloroplasto, mitocondria, peroxissomo e possivelmente outros compartimentos
(MILLER et al., 2010; SUZUKI et al., 2011; VAAHTERA et al., 2014, GILROY et al.,
2016, MIGNOLET-SPRUYT et al., 2016).
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Figura 3 Producdo de espécies reativas de oxigénio nos diferentes compartimentos
celulares (Adaptado por SLESAK et al., 2007).

A relacdo do oxigénio ao radical superoxido ocorreu devido a componentes de
transporte de elétrons reduzidos associados ao fotossistema (PSI) e uma reagdo ligada
ao ciclo fotorespiratdrio no peroxissomo. A reagdo de oxigenagdo da rubisco leva a
formagdo de glicolato que ¢ transportado para perossixomos e produz H,O, apos
oxidacao subsequente pela enzima glicolato oxidase (MITTLER et al., 2011).

As principais fontes de EROS incluem as EROS produzidas na atividade
metabolica e as EROs para efeito de sinalizacao (figura 4), como parte da rede de
transducdo de sinal de resposta a estresses abioticos (MILLER et al., 2010). A traducao
de sinais EROS ou sinalizag¢des pela célula pode ocorrer através de diferentes reagdes

redox (DIETZ, 2016). Essas respostas sdo mediadas pela ativacdo derivada de calcio
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e/ou fosforilacido de NADPH oxidases (RBOH) e ¢ gerada como uma resposta a

percepcao do estresse SUZUKI et al., 2011, GILROY et al., 2014).
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Figura 4 O papel das espécies reativas de oxigénio (EROs) na aclimatizacdo do estresse
abidtico. As duas principais fontes de EROs durante o estresse abidtico, EROs
metabolica e de sinalizacdo, sdo mostrados para interagir ¢ formar uma sinalizagdao
EROs que controla a aclimatacdo de plantas ao estresse através de reagdes redox que
regulam a transcrigdo e tradugdo de proteinas de aclimatacdo de estresse e enzimas
(CHOUDHURY et al., 2016).

As EROs s3o altamente reativas e podem também ser toxicas para o
metabolismo vegetal, com isso, as plantas adquiriram vias protetoras para minimizar os
efeitos nocivos dessas espécies ao seu metabolismo, utilizando-as como moléculas
sinalizadoras (FOYER; NOCTOR, 2014, CONSIDINE et al., 2015, DIETZ, 2015,
MIGNOLETSPRUYT et al., 2016). Cada compartimento celular contém o seu proprio

conjunto de vias de produgado e de eliminacdo de EROs, que ¢ controlado por uma rede

de genes (MITTLER et al., 2004), gerando sinaliza¢des particulares.
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Essa sinalizagdo pode mudar dependendo do tipo de célula, seu estagio de
desenvolvimento ou ao nivel de estresse, e estdo totalmente relacionadas com a
homeostase ¢ metabolismo celular (MITTLER et al.,, 2011; CHOUDHURY, et al.,
2016). Se houver alguma alteragdo na homeostase pode levar a uma alteracao nos niveis
de EROs, essa alteracao pode servir como sinais para as células monitorar as mudancas
no metabolismo celular (MITTLER et al., 2011).

O aumento excessivo na concentracdo das EROs nas células pode levar a danos
nas membranas a partir da peroxidagao lipidica, da degradacao de proteinas e também
das moléculas de DNA e RNA, oxidagdo de carboidratos, degradagdo de pigmentos e
um comprometimento da atividade enzimatica (MITTLER, 2002). Isso pode resultar em
uma destruicdo oxidativa da célula, num processo denominado estresse oxidativo
(MITTLER, 2002; CHOUDHURY et al., 2016).

Para reduzir a lesdo oxidativa causada pelas EROs, as plantas estimulam seu
sistema de defesa antioxidante que consiste em enzimas antioxidantes, como, as
peroxidases de fenois (POD), catalases (CAT), superéxido dismutase (SOD) e ascorbato
Peroxidase (APX) e alguns antioxidantes ndo-enzimaticos incluindo ascorbato (ASA) e
glutationa (GSH) (AHAMMED et al., 2012; ZHOU et al.,2005).

A SOD ¢ a primeira linha de defesa, que catalisa a dismutacdo de O," em H,O; e
O, (ALSCHER et al., 2002). No ciclo ascorbato-glutationa, a APX atua em conjunto
com desidroascorbate redutase (DHAR), monodehidro ascorbato redutase (MDHR) e
glutationa redutase (GR) na elimina¢do do de H,O, (TARCHOUNE et al., 2010). A
CAT também atua na elimina¢do do H,O,, porém apenas das moléculas produzidas nos
peroxisomos por fotorrespiragao (FOYER et al. 2009, SILVA et al., 2010).

Esse sistema de defesa antioxidante desempenha um papel geral na capacidade
de tolerancia das plantas contra os disturbios causados pelos estresses, nas quais elas
possam estar submetidas (LIU et al., 2009, FARIDUDDIN et al., 2011). Para o estresse
salino, as plantas desenvolveram mecanismos especificos de tolerancia, no qual ocorre

de forma diferente para as diversas variedades de plantas existentes.

1.4 Variacio da tolerincia das plantas a salinidade

As plantas diferem muito em sua tolerancia a salinidade, devido a isso, passou a
existir alguns critérios para classificar plantas como tolerantes ou sensiveis a salinidade.

Um deles ¢ avaliar o percentual de produ¢ao de biomassa durante um periodo prologado

26



de tempo e o outro critério € quantificar o rendimento da cultura em condic¢des salinas e
ndo salinas. O tempo necessario para que as respostas entre os genotipos sejam vistas,
depende da salinidade e do grau de tolerdncia ao sal das espécies (MUNNS;
GILLIHAM, 2015).

Cada espécie possui seu grau de tolerancia, baseado nisso, as plantas foram
divididas em dois grandes grupos: haldfitas e glicofitas (FLOWERS et al., 2015). Em
termos de rendimento, o limite maximo para as glicofitas ¢ de aproximadamente 80 mM
de NaCl (CHAPMAN, 1942; BOSE et al., 2017), enquanto que as halofitas conseguem
manter sua taxa de producdo em concentragdes acima de 200 mM (FLOWERS;
COLMER, 2008; SANTOS et al., 2016).

Em termos fotossintéticos, a concentracdo de sal externa entre 40 ¢ 100 mM
pode inibir severamente a fotossintese em glicofitas (MUNNS; TESTER, 2008) para as
halofitas, algumas conseguem manter sua fotossintese nessas concentragdes, enquanto
outras pode até ter sua fotossintese melhorada (FLOWERS et al., 2015). Isso pode ser
atribuida tanto a capacidade das halofitas em superar as limitagdes estomaticas e nao
estomaticas, como pela exclusao do sal citoplasmatico através do sequestro vacuolar
e/ou devido & capacidade dos cloroplastos em regular o transporte de Na', CI' e K ser
diferente das glicofitas (SHABALA, 2013).

O complexo PSII (Psb) possui trés proteinas extrinsecas, nomeadamente PsbO
(33 kDa), PsbP (23 kDa) e PsbQ (17 kDa). Destes, PsbP e PsbQ tém locais de ligacdo a
CI' de alta afinidade (NISHIMURA et al., 2014). As halofitas Limonium vulgare,
Avicennia marina, mostraram que requerem altas concentracdes de ClI” em cloroplastos
para aumentar o transporte de elétrons e evolucdo do oxigénio durante o estresse
salgado (PRESTON; PACE, 1985; PRESTON; CRITCHLEY, 1986).

Em estudos com as halofitas Salicornia veneta, S. emerici, Arthrocnemum
macrostachyum, Halocnemum strobilaceum, FEutrema salsugineum, revelaram a
auséncia completa da proteina PsbQ e redu¢do nos niveis da proteina PsbP sem que
ocorresse a perda da atividade funcional do complexo Mn-Ca-Cl (BOSE et al., 2017).
Isso sugere que os cloroplastos de haléfitos usam CI° alto para direcionar a atividade
PSII.

Em glicofitas, principalmente em plantas cultivadas o foco tem sido maior no
impacto do sodio, devido ao efeito negativo desse ion sobre a cultura de graos (Zea
mays, Triticun turgidum) e de Cucurbiticea, como meldo, melancia, pepino e abobora

(COLMER et al., 2006, MUNNS et al., 2006, MUNNS; TESTER 2008, NIU et al.,
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2017). Culturas como videiras e citro sofrem mais pela toxicidade pelo cloreto do que
pelo s6dio (GONGG et al.,, 2011). Porém, a tolerdncia ao so6dio e ao cloreto ¢
amplamente considerada como uma caracteristica complexa, assim como outros

mecanismos de tolerancia (ASHRAF; FOOLAD, 2013).

1.5 Mecanismos de tolerancia a salinidade

As principais pesquisas sobre salinidade sdo realizadas em sistemas modelo. A
aplicagdo relevante aplicada para a tolerancia a salinidade as plantas cultivadas ainda
sao escassas (MUNNS; GILLIHAM, 2015). Existe uma exce¢do na aplicacdo das
proteinas AtNHX1 (proteinas Na'/H" antiporter 1) para melhorar a compartimentagio
do sal nas vacuolos do tecido vegetativo de tomate, o que melhorou o rendimento sem
aumentar o sal no tomateiro (BASSIL; BLUMWALD, 2014).

Outro achado importante foi encontrado para uma melhor exclusio de Na' ¢
biomassa em cevada em um campo salino, devido a expressdo da AtCIPK16, uma
proteina quinase relacionada a cinase associada com a proteina SNF1/CBL contida em
l6cus de caracteristica quantitativa para exclusio Na' na populagio de mapeamento
Arabidopsis thaliana (ROY et al., 2013). Pesquisas recentes tém mostrado o potencial
de melhorar a tolerancia ao sal no campo, resumido os mecanismos adaptativos a niveis
celulares e de orgaos (figura 5) (MUNNS; GILLIHAM, 2015).

Esses mecanismos estdo inter-relacionados (MUNNS et al., 2016) e se dividem
em trés categorias principais: (1) tolerdncia osmotica, que estd relacionada a
minimiza¢do dos efeitos sobre a reducdo do crescimento da parte aérea; (2) a exclusdo
de ions nas laminas foliares, onde os processos de transporte do Na™ e CI
predominantemente nas raizes, impedem a acumulag¢do de concentragdes toxicas nas
folhas; e (3) tolerancia ao tecido, onde concentracdes elevadas de sal sdo encontradas

nas folhas, mas compartimentadas no nivel celular e intracelular (MUNNS, TESTER,

2008).
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Mecanismos adaptativos de tolerancia ao sal
Orgaos
Células L\ 4
i \ | ,J!‘s" Flores e fruto:
% ?h,_% g * Alteracdo no tempo de floragdo

Ajustamento osmoético * Retranslocacdo dos fotossintatos

Modificacdo na parede

celular Folha:

» Separacaode sal em: bainha/
peciolo em vez de lamina ou
epiderme em vez de mesofila

* Retranslocacdode sal ou

Desihtoxicagéo EROs

Trafego de vesiculas

excrecao
Homeostase de K+ e
Na+ Caule:
: * Controle de transporte de longa
Compatimentacao distancia
vacuolar * Armazenamento de sal no caule

Raiz:

* Exclusdo de aproximadamente
90% de sal na solugdo do solo

* Remocao de mais sal de xilema

* Associagdo simbidtica ou PGPR

* Mudangas na arquitetura da raiz

Solutos com’pétiveis

Figura 5 Mecanismos adaptativos de tolerdncia ao sal. A esquerda estdo listadas as
fungdes celulares que se aplicariam a todas as células dentro da planta. A direita estdo as
funcdes de tecidos ou 6rgaos especificos. A exclusdo de pelo menos 95% (19/20) de sal
na solucdo do solo ¢ necessaria a medida que as plantas transpiram 20 vezes mais dgua
do que elas remanescem (MUNNS, 2005). A maioria dessas fungdes € explicada no
texto. Omitido por espaco e falta de avangos recentes, ¢ a limitacdo de que Cl” pode
impor ao crescimento através da sua acumulagdo antagbnica contra a forma de
nitrogénio NO3~ (NO3"~ Homeostase) (HENDERSON et al., 2014) e a capacidade
diferencial e sensibilidade de diferentes tipos de células e tecidos para acumular Na* e
CI', por exemplo, o acimulo de NaCl dentro das células fotossintéticas incorre em um
custo maior do que a acumulagdo em células corticais raiz (CONN; GILLIHAM, 2010).
ROS, espécies reativas de oxigénio; PGPR, rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (Adaptado por MUNNS; GILLIHAM, 2015).

A tolerdncia osmotica envolve sinalizagdes rapidas e de longa distancia, o
controle do ciclo celular e os processos envolvendo a percepcdo de sinais das raizes para
a parte aérea (ROY et al., 2014). Estudos indicam que os processos dessa sinalizagao
ocorrem através de processos como ondas EROS, ondas Ca®" ou a partir de sinalizacdes
elétricas (MITTLER et al., 2011; ROY et al., 2014). Essa tolerancia ¢ uma importante

resposta para plantas em solos salinizados, pois devido ao aumento da pressdo osmatica
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no solo as plantas tendem a perder mais agua devido ao seu potencial osmotico
(MUNNS, 2002, ROY et al 2014).

Para conseguir manter o turgor celular as plantas aumentam a pressdao osmotica
de cada célula a partir da sintese de solutos organicos principalmente agucares ou
osmolitos como aminoacidos ou moléculas que contenham nitrogénio, como prolina ou
glicina-betaina, a partir de um processo denominado ajuste osmoético (ASHRAF;
FOOLAD, 2007; SHABALA, 2013; CANTABELLA et al., 2017). Esse processo
demanda um grande custo energético e como esses solutos nao estdo mais disponiveis
para sintese de parede celular e proteinas, pode resultar na restricdo nas taxas de
crescimento (YEO 1983; MUNNS, 1988; MUNNS; GILLIHAM, 2015).

Outra maneira é o ajustamento osmotico a partir do Na" e CI retirados do solo,
essa alternativa demanda menos energia (ATP) que o ajuste através de solutos organicos
(GREENWAY; MUNNS 1983; YEO 1983; RAVEN, 1985). Porém, essa ¢ uma
estratégia utilizada por plantas halofitas (FLORES; COLMER, 2008) e algumas nao
halofitas, mas que sao tolerantes a salinidade, apresentado a capacidade de aumentar a
concentragdo de Na“ e CI” nos tecidos da parte aérea de forma similar ao da
concentra¢cdo do meio externo, como por exemplo, a cevada (BOYER et al., 2008).

Em plantas ndo halofitas um mecanismo importante de tolerdncia a condi¢des
salinas ¢ a exclusio do Na" da parte aérea, reduzindo a concentragdo do NaCl no
citoplasma, mantendo a absor¢do dos ions essenciais, tais como o nitrato (NO3') e
potassio (K") (MUNNS, 2002; LI et al., 2015). Um importante objeto de estudo nessa
area, tem sido a funcio dos genes da familia HKT transportadora de K de alta finidade
(BYRT et al., 2014) e o antiporte Na'/H' (NHX) e a fungio dos genes da familia SOS
excessivamente sensiveis ao sal (BASSIL; BLUMWALD, 2014).

A familia de transportadores HKT faz parte de um importante mecanismo
envolvido na redugio da concentragio do Na™ na parte aérea (MUNNS, TESTER, 2008;
ROY et al.,, 2014). Os transportadores HKT1;4 e HKTI1;5 impedem o transporte
excessivo de Na' para as folhas através da recuperagio de Na" do fluxo de transpiracio
(MUNNS et al., 1984). Em trigo esses transportadores t€ém sido bem caracterizados,
juntamente com os genes potencialmente candidatos para a exclusio de Na', Nax1 e
Nax2 (RAJENDRAN et al., 2009).

O transportador codificado pelo gene candidato Nax1, HKT1;4, desempenha um
papel semelhante ao transportador codificado pelo candidato Nax2, HKTI;5. No

entanto, o Nax1, HKT1;4 demostra ser responsavel pela recuperacdo de Na" do fluxo de
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transpiracdo para armazenamento no tecido da bainha foliar (MITTLER et al., 2011),
enquanto que o Nax2, HKTI;5, parece funcionar principalmente no tecido radicular
(MAISCHAK et al., 2010). O trabalho com variedades modernas de trigo descreve a
inclusdo de um gene ancestral HKT1;5 (Nax2), ressaltando uma tolerancia significativa,
melhorando o rendimento em um ambiente de campo salino (FLOWERS, COLMER,
2008; MUNNS et al., 2012).

Os antiportes Na'/H" (NHXs) sdo proteinas de membranas integradas,
localizadas no plasma da membrana e nos compartimentos de endomembrana, que
mantem a homeostase catidnica e regula o pH luminal, a partir da troca eletroneutral de
Na“ ou K" por H" (MCCUBBIN et al., 2014). Em Arabidopsis, oito homoélogos de NHX
foram codificados e, com base em suas semelhancgas e fungdes de sequéncia foram
divididos em trés classes distintas: vacuolares (NHX1, NHX2, NHX3, NHX4),
endossomais/vesiculares (NHXS5, NHX6) e as de membrana plasmatica (NHX7/SOSI e
NHXS8) (BASSIL et al., 2012; REGUERA et al., 2013).

1.6 O papel do porta-enxerto na toleriancia a salinidade e material vegetal

(Vitis vinifera)

Atualmente o uso do porta-enxerto tem revelado beneficios relacionados nao
apenas aos fatores bidticos, mas também a adaptagdo a diferentes tipos de solos e aos
fatores abioticos (CORSO et al., 2016). Além disso, o porta-enxerto pode conferir
vantagens também nos processos fisioldgicos no nivel dos descendentes, como o
acumulo de biomassa, rendimentos de qualidade, vigor da videira e qualidade da uva
(WALKER et al., 2004; GREGORY et al., 2013; BERDELA et al., 2015). A técnica de
enxertia ¢ amplamente utilizada em uma escala comercial em todo o mundo e em
diversas espécies vegetais.

Na Espanha, quase 100% da melancia e 90% dos tomateiros sdo produzidos por
plantas enxertadas (PENELLA et al., 2017). Nas culturas citricas, as combinagdes
enxerto/porta-enxerto também sao usadas para melhorar a producdo e a qualidade dos
frutos e aumentar a tolerancia ao estresse biotico e abiotico (OUSTRICA et al., 2017).
Estudos indicam que a tolerdncia aos estresses bidticos e abidticos em citricos esta
diretamente relacionada a ploidia. Assim, o uso de porta-enxertos tetraploides em citros
aumentou sua tolerancia a toxidade ao boro (RUIZ et al., 2016) condigdes de seca

(ALLARIO et al., 2013) e salinidade (SALEH et al., 2008; RUIZ, 2016).
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Para a cultura da uva (Vitis vinifera L.) o tipo de porta-enxerto ¢ um importante
componente do sistema de produgdo, devido a sua capacidade de influenciar em
caracteres favoraveis da planta quando cultivada no campo, favorecendo tanto a
produtividade (YAMAMOTO, et al., 2001), como também a qualidade dos frutos e
outros produtos derivados da videira (GRANGEIRO et al., 2002). Essa técnica milenar
comegou a ser utilizada na viticultura em meados do século XIX na Europa em 1963,
devido ao severo ataque da filoxera (SORIA; DAL CONTE, 2005).

Em relagdo a salinidade, as videiras sdao culturas consideradas moderadamente
sensiveis na zona da raiz (MAAS; HOFFMAN 1977). O porta-enxerto na maioria dos
casos acumula uma concentragio de cloreto (C1") maior que a de sodio (Na") na parte
aérea da planta e o acumulo do Na" tem sido associado a redugdo no acumulo de
potassio (K"), isso prejudica o crescimento e produtividade da planta, afetando também
a qualidade do fruto e dos produtos derivados (ROYCHOUD-HURY et al., 2011;
MIRAS-ALVAROS et al. 2017).

Porém a exclusdo do cloreto em porta-enxertos da espécie Vitis diferem
largamente na sua capacidade de exclusdo, de acordo com alguns estudos a V.
berlandieri apresenta uma maior tolerancia a salinidade, em seguida vém as variedades
V. chanpini, V. cinérea, V. rupestres (ANTCLIFF et al., 1983; SOUTHEY; JOOSTE,
1991; CHRISTENSEN et al., 1994). Em relagdo a exclusdo do Na" os dados sdo
contraditorios (NAGARAJAH, 1992; STEVENS; HARVEY, 1995). Assim, a resposta
do enxerto de Vitis a salinidade pode variar de acordo com a exclusdo comparativa de
sodio versus cloreto pelo gendtipo do sistema radicular (FISARAKISA,et al, 2001,
WALKER et al., 2018).

A videira ¢ uma planta pertencente a familia das Vitaceae, uma das culturas
fruticola mais importante em todo o mundo, por agregar um grande impacto no ambito
econdmico e social (SANTO et al., 2017). As principais cultivares comerciais pertence
ao género Vitis, em especial as espécies Vitis vinifera, V. rupestres, V. riparia, V.
labrusca etc (LAGO-VANZELA et al., 2015). Essas espécies sdo as mais cultivadas,
fornecendo bagas que podem ser usadas como frutas frescas, passas, producao de vinhos
e destilagao de licores (SERRANO et al., 2017).

Apesar de ser considerada uma planta de clima temperado, as videiras
apresentam uma capacidade de adaptacdo muito grande em diversas condi¢des
climaticas, sendo possivel cultiva-la em todos os locais onde as condi¢cdes de ambiente

sejam razoavelmente favoraveis (GALET, 1983). A érea destinada a sua plantagdo em
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termos globais compreende mais de 7,5 milhdes de hectares (OIV, 2014). A China ¢
responsavel por 14% da producao mundial, seguida pela Italia (10%), Estados Unidos
(10%), Franca (8%) e Espanha (7%), mais da metade da producdo destina-se a
elaboragdo de vinhos (FAO, 2012). Em 2012 o Brasil ocupava a 14° posicao na
producao mundial, com aproximadamente 80.630 hectares, apresentando uma producao
estimada de 1.455.809 toneladas (FAO, 2012).

O desenvolvimento da uva exibe um padrao sigmoide duplo caracterizado por
duas fases de crescimento rapido, separadas por uma fase de atraso durante o qual
ocorre pouco ou nenhum crescimento (CORSO et al., 2016). As fases de
desenvolvimento e amadurecimento das bagas se da pelo controle de diversos
horménios (DAVIES, BOTTCHER, 2009). As auxinas (IAA), as citoquininas (CK) e
giberelinas participam dos estadios iniciais do desenvolvimento, desde a fertilizacdo até
o conjunto dos frutos, promovendo a divisdo e expansdo celular (GIRIBALDI et al.,
2013). Os estadios finais (amadurecimento completo) caracterizam-se pelo aumento
sequencial nos teores de etileno, brassinosterdides (BR) e acido abscisico (ABA)
(KUHN et al., 2013).

A qualidade da baga esta diretamente relacionada com sua composi¢ao quimica,
que inclui os teores de acucares, acidos e outros compostos aromaticos (LUND;
BOHLMANN, 2006). A concentragdo e composicao desses compostos quimicos
mudam durante o desenvolvimento da baga e pode ser afetados por fatores enddgenos,
técnicas de manejo ou fatores ambientais (DAI et al., 2011, MIRAS-ALVAROS et al.
2017).
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CAPITULO II: MECANISMOS FISIOLOGICOS DE RESISTENCIA A
SALINIDADE CONFERIDOS PELO PORTA-ENXERTO EM MUDAS
ENXERTADAS DE VIDEIRA
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1. INTRODUCAO

A salinidade traz diversos problemas para agricultura, sendo que a maioria das
plantas cultivadas sdo sensiveis ou moderadamente tolerantes a esse estresse, como por
exemplo, as Videiras (Vitis Vinifera). Essa espécie produz cerca de 74 milhdes de
toneladas de uva em todo o mundo (FAO, 2014), podendo ter sua produgdo reduzida
com os efeitos da salinidade (MOHAMMADKHANI et a., 2014). Estudo aponta, que
cerca de 1 bilhdo de hectares sdo afetados por sais (WICKE et al., 2011) e até 2050,
podera abranger 50% das terras agricultaveis (JAMIL et al., 2011).

O excesso de sais no solo, especificamente o soédio (Na") e cloreto (CI'), afeta o
desenvolvimento das plantas, a partir de dois efeitos distintos: o osmotico € o 10nico
(MUNNS, 2008). Juntos, causam desbalanco nutricional e diversas alteracdes
moleculares, bioquimicas, fisiolégicas e morfologicas nas plantas (ELLOUZI et al.,
2014). Fisiologicamente, a salinidade pode ser considerada um fator complexo, entre os
disturbios que esse estresse causa os fisioldgicos geralmente sdo as primeiras respostas,
tais como, a redugdo na condutdncia estomatica e fotossintese (PRIOR et al., 1992,
WALKER et al., 1997, MEGGIO et al., 2014, PENELLA et al., 2014, 2015, 2016).
Associado a esses disturbios, o estresse salino pode levar ao aumento de producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), tanto pela fotossintese como na fotorrespiragdo e
na respiracdo (SHARMA et al., 2013, PENELLA et al., 2014, 2014b, 2015, 2016).

Durante anos as técnicas agrondmicas sdo empregadas para a recuperagdao de
solos afetados por sais, envolvendo manejos adequados de irrigagdo e drenagem,
projetos que sdo considerados de custo muito elevado (QIN et al., 2016). Por isso,
programas de melhoramento passaram vislumbrar o desenvolvimento de culturas mais
tolerantes ao sal, que possibilitasse a producdo de rendimento vidvel mesmo em
condi¢des desfavoraveis, como o caso da salinidade (CUARTERO et al., 2006;
INOSTROZA-BLANCHETEAU et al., 2017; SEQUERA-MUTIOZABA et al 2017).
No entanto, essa ainda ¢ uma tarefa dificil, devido a natureza geneticamente complexa
dessa tolerancia ao estresse (ASHRAF; FOOLAD, 2007, SEQUERA-MUTIOZABA et
al 2017).

Uma maneira favoravel para evitar ou reduzir a perda do rendimento das
culturas ¢ o uso de enxertos combinados com o porta-enxerto capazes de reduzir o efeito
negativo do estresse (PENELLA et al., 2017). Essa técnica ¢ utilizada, com cajueiro

(Anacardium occidentale) (FERREIRA-SILVA et al. 2010), citros (SIMPSON et et al.,
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2015), melao (Cucumis melo L.) (SARABI et al., 2017), videiras (Vitis vinifera)
(WALKER et al., 2018) entre outras. O porta-enxerto influencia na expressdo génica,
controlando diversas respostas metabodlicas, com isso, levanta-se a hipotese de que o uso
de porta-enxertos tolerante ao estresse salino aumenta a aclimatagdo das variedades
sensiveis a salinidade, por conferir um melhor equilibrio i6nico, resuldando em uma
melhor eficiéncia fotossintética.

Em videiras a maioria dos estudos envolvendo os impactos da salinidade sobre a
cultura sao relacionados ao rendimento e qualidade do componente de producao, como
vinho, sucos, composi¢ao das bagas (AHMAD, 2016; CORSO et al, 2016; VRSIC et
al., 2016; STEVENS et al., 2016; MIRA-ALVAROS et al.,, 2017). Os estudos
relacionados aos disturbios metabodlicos induzidos pela salinidade sobre os processos
fisiologicos ainda sdo escassos. Com isso, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar o
papel do porta-enxerto nos mecanismos fisioldgicos envolvidos no equilibrio idnico,
eficiéncia fotossintética e protecdo oxidativa em mudas de videiras expostas a

salinidade.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e aplicacido dos tratamentos

O estudo foi realizado por meio de dois experimentos, utilizando variedades de
videira (Vitis vinifera L.) em fase de pré-enxertia (Experimento I) e de mudas
enxertadas (Experimento II). As mudas foram fornecidas por viveiro comercial
(Petromudas LTDA) e produzidas conforme as regras de certificacdo para a producdo de
sementes ¢ mudas. Os experimentos com salinidade foram realizados em casa de
vegetacao na Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de Serra
Talhada, Pernambuco, Brasil (07°59°31°°S, 38°17°54°°W), a 444 m acima do nivel do
mar, entre junho de 2016 e julho de 2017. As condigdes ambientais durante o
experimento foram temperaturas médias de 24°C/36'C (min e max), umidade relativa
55%, densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF) de 1200 pmol m™2 s’ e

fotoperiodo de 12 horas.
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2.1.1 Experimento I: Crescimento e acumulacio de Na" e K em
porta-enxertos de videira submetidos a salinidade

O estudo foi realizado com porta-enxertos de quatro variedades de videira na
fase de pré-enxertia visando identificar genotipos contrastantes na resisténcia a
salinidade, com base no crescimento e acumulacdo de Na" e K'. As mudas foram
produzidas a partir estacas das variedades SO4, Paulsen, IAC 572 e IAC 313 enraizadas
em sacos plasticos de 1 L contento substrato com uma mistura de areia fina + barro
vegetal na propor¢do 3/2. Até o estagio de 8-10 folhas (~30 dias) as mudas foram
mantidas em condi¢des de sombreamento (70%) e irrigagao diariamente. Em seguida, as
mudas foram transplantadas para vasos de 5L contendo areia e vermiculita (v/v) e
irrigadas a cada dois dias com solu¢do nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) diluida
1/1, em condi¢des de casa de vegetacao (figura 6). Apos crescidas por 30 dias nessas
condi¢des, foram expostas a concentragcdes crescente de NaCl (0, 40 ¢ 80 mM)
dissolvido na solugdo nutritiva e aplicada a cada dois dias por 26 dias. Ao final do
ensaio, as mudas foram coletadas, separadas em raizes, caules e folhas e determinada a

massa fresca.

Figura 6 Porta-enxertos de videira crescendo em condi¢des de casa de vegetagao.
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2.1.2 Experimento II: Efeito do porta-enxerto no crescimento,
acumulo de Na* e K, trocas gasosas e protecio oxidativa em mudas
enxertas

O estudo foi realizado para avaliar se as caracteristicas genotipicas dos porta-
enxertos, associadas com a resisténcia a salinidade, influenciam as respostas fisiologicas
das mudas enxertadas crescendo em condig¢des salina. As mudas enxertadas, pela
técnica da borbulhia, da variedade BRS Vitoria sobre os porta-enxertos SO4, Paulsen,
IAC 572 e IAC 313 (combinagdes de enxerto/porta-enxertos; Vitoria/SO4,
Vitoria/Paulsen, Vitoria/IAC 572 e Vitoria/IAC 313) em estdgio de 8-10 folhas
maduras, foram crescidas em vasos de 5 L contendo areia e vermiculita (v/v) e irrigadas
a cada dois dias com solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) diluida 1/1, em
condi¢cdes de casa de vegetagdo (figura 7). Apds crescidas por 30 dias nessas condigoes,
foram submetidas a concentragdes crescente de NaCl (0, 40 ¢ 80 mM) na solugdo
nutritiva aplicada diariamente durante 15 dias. Ao final do ensaio, foram realizadas as
medidas de fotossintese em resposta ao aumento de luminosidade e em seguida as

plantas foram coletadas e separa em raizes, caules e folhas.

.#;:‘
H

¥

!

] 4

Figura 7 Mudas de videira enxertadas crescendo em condi¢des de casa de vegetagao.

2.2. Medidas de trocas gasosas e atividade fotoquimica

Para o estudo da atividade fotossintética foram elaboradas curvas de luz para
variaveis de trocas gasosas e de fluorescéncia da clorofila em folhas maduras ao final do
tratamento salino, utilizando um sistema portatil de fotossintese (IRGA, modelo LI-
6400XT, LI-COR, EUA) acoplado com um fluorometro. Os pardmetros de trocas
gasosas de assimilacdo de CO, (Pn), condutdncia estomatica (gs) e concentragdo
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intercelular de CO, (C) foram mensurados em resposta ao incremento da intensidade de
luminosidade (0 a 2000 umol m™ s™') na cAmara de leitura do IRGA. A partir desses
parametros foi estimada a eficiéncia de carboxilag¢do instantanea pela relacao Py /C; em
respostas ao aumento da luz. Os parametros internos na camara do IRGA durante as
leituras foram para concentracdo de CO, de 380 umol mol” e temperatura de 28 °C ¢ a
quantidade de luz azul na camara foi mantida em 10% da DFFF para maximizar a
abertura estomatica.

Os parametros de fluorescéncia foram mensurados em respostas a luminosidade
e estimadas a eficiéncia quantica maxima do fotossistema II (PSII) [Fv/Fm = (Fm-
Fo)/Fm], a eficiéncia quantica efetiva do PSII [AF/Fm’ = (Fm’-Fs)/Fm’], o coeficiente
de quenching fotoquimico foi calculado pela relagao [qP = (Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’)] e a taxa
aparente de transporte de elétrons do PSII pela relagdo [ETR = (AF/Fm’ x PPFD x 0.5x
0.84)]. Para avaliar a ETR, 0,5 foi usada como a fracdo da energia de excitagdo

atribuida ao PSII e 0,84 foi usada como a fra¢ao de luz absorvida pelas folhas.

2.3. Medidas dos contetidos de sédio (Na®), potassio (K") e cloreto (CI)

Amostras dos tecidos de raizes, caules e folhas foram secos em estufa a 70°C por
5 dias e em seguida triturado em moinho para obtengdo das farinhas. A extracdo para
Na' e K foi realizada a partir de amostras (100 mg) de farinhas em tubos, com tampas
rosqueadas, contendo 10 ml de agua ultrapura, as amostras foram colocadas em banho
maria a 100 °C por 1 hora, conforme descrito por Maia et al. (2010). Os extratos foram
filtrados e, realizadas leituras para Na" e K" em fotometro de chama. Os contetidos (Na"
e K") foram estimados com base em curva padrio de NaCl e KCl e os resultados
expressos em pmol g massa seca.

Para a extragdo do Cl foram utilizados 200 mg de farinhas em tubos, com
tampas rosqueadas, contendo 15 ml de 4gua ultrapura, as amostras foram colocadas em
banho maria a 100 °C por 1 h, em seguida foram levados para um agitador, durante 3
horas. Apos esse processo os extratos foram filtrados, completados o volume com agua
ultrapura para 25 ml e realizado a titulacdo do cloreto com nitrato de prata a 28 mM,

utilizando o cromato de potassio a 5% como indicador.
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2.4. Dano de membrana (vazamento de eletrolitos)

O grau de integridade das membranas foi estimado pelo vazamento de eletrdlitos
segundo Ferreira-Silva et al., (2008). Foram coletados dez discos foliares com didmetro
de 10 mm de cada repetigao e estes colocados em tubos de ensaio com 10 mL de agua
deionizada e incubados em banho-maria a temperatura de 25 °C por 6 horas. Em
seguida, foram realizadas leituras em condutivimetro para a determinacao da
condutividade elétrica (CE) no extrato, leitura inicia (L1). Em seguida, os discos foram
encubados em banho maria em tubos vedados a 100 °C por 1 h e determinada a leitura
de condutividade elétrica final (L2). O percentual de dano de membrana (%DM) foi
estimado pela seguinte relacdo [%DM = (L1/L2) x 100].

2.5. Medida do conteudo de substiancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS)

Para as medidas de substincia reativas ao 4cido tiobarbiturico (TBARS)
amostras de folhas liofilizadas (50 mg) foram maceradas em almofariz na presenca de
N, liquido, seguido da extragdo em solugdo de TCA (5%) por maceragdo por 5 min e
centrifugacdo a 10.000 x g por 30 min a 4°C. A peroxidagdo de lipidios foi estimada
pelo contetido de substancia reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) conforme Heath
e Packer (1968). Para a reacao, aliquotas (0,5 mL) do sobrenadante foram adicionadas a
2,0 mL da solucao TCA 20% e TBA 0,5% (p/v) e aquecido em banho-maria a 95°C em
tubos hermeticamente fechados durante 1 hora. Em seguida, a reag¢do foi interrompida
em banho de gelo e realizadas leituras a 532 e 660 nm e ap0s a subtracdo das leituras o

teor de TBARS foi estimado usando o coeficiente de extingdo de 155 mM™ cm™.

2.6. Extracio de proteinas para ensaios enzimaticos

A extragdo de proteina foi realizada conforme Zimmermam et al., (2006), com
modificacdes. Amostra de folhas liofilizadas (50 mg) foram maceradas em almofariz na
presenca de N2 liquido seguido da extragdo em tampao fosfato de potassio 100 mM pH
7,5 contendo EDTA 1 mM, DDT 5 mM, PVPP 1% e PEG 2%. Para evitar/reduzir o
escurecimento por oxidagcdo do extrato proteico durante a apds a extragdo, foi
borbulhado CO;, no tampao de extra¢do e no extrato apds a centrifugacdo durante 5

minutos . Para a extracdo das enzimas peroxidase de ascorbato foi adicionado ascorbato
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I mM ao tampdo. Apds a extragdo, o extrato foi centrifugado a 14.000 x g em
temperatura de 4 °C durante 30 min, ao retirar o sobrenadante foi aplicado CO; nas
amostras durante 1 minuto, assim como no tampao de extragdo, para evitar o

escurecimento do extrato.

2.6.1. Atividade da dismutase de superdxido (SOD)

A atividade da dismutase de superdxido (SOD; EC: 1.15.1.1) foi determinada
conforme o principio de reacdo do método descrito por Gianopolitis e Ries (1977). Em
tubos de ensaio revestidos por filme escuro para prote¢do da luz foram adicionados
1,600 ml de tampao fosfato de potassio SO0 mM (pH 7,8) contendo 13 mM de L-
metionina, em seguida adicionou-se 200 pl de NBT 750 uM, 100 pl do extrato e 40 pl
de riboflavina 2 mM. A reacdo foi iniciada com a transferéncia dos tubos sem o
revestimento para cdmara iluminada por lampada de 25 wats (25 pmol de fotons m?’s
1, durante 6 minutos. A reacdo foi interrompida pelo desligamento da luz, em seguida
os tubos foram rapidamente revestidos e realizadas leituras em espectrofotometro a 540
nm. A atividade da enzima foi estimada com base na inibi¢do do NBT ¢ uma unidade de

atividade (UA) foi considerada como a quantidade da enzima necessdria para inibir 50%

da sua redu¢do (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971) e expressa em UA. g'1 MS min™.

2.6.2. A atividade da peroxidase de ascorbato (APX)

A atividade da peroxidase de ascorbato (APX; EC: 1.11.1.1) foi determinada
conforme método descrito por Nakano e Asada (1981), adicionando na cubeta 100 pul do
extrato enzimatico, em seguida adicionou-se 2,7 ml de tampdo fosfato de
potassio 50 mM (pH 6,0), contendo 0,5 mM de acido ascorbico P. A. A reagdo foi
iniciada pela adi¢dao de 200 ul de H202a 30 mM ao meio de reacdo e acompanhada pelo
decaimento da absorbancia em 290 nm em espectrofotdometro durante 3 minutos, com
leituras sucessivas em intervalos de 30 segundos. A atividade da APX foi estimada
utilizando o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM! cm! para o ascorbato, em 290

-1 .|
nm, e expressa como pmol Asc g MF min .
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2.6.3. A atividade da peroxidase de fenois (POX)

A atividade da peroxidase de fendis (POX; EC: 1.11.1.7) foi determinada
conforme metodologia descrita por Kar e Mishra (1976), transferindo para tubos de
ensaio aliquotas de 100 ul contendo tampao fosfato de potassio 25 mM (pH 6.,8),
contendo 20 mM de 4cido pirogalico ¢ 20 mM de H,0O;. A reacdo foi iniciada com a
incubagdo da mistura em banho Maria a 30 C°, durante 5 minutos e interrompida pela
adicao de 500 pl de H,SO4 a 0,5%, em seguida foram realizadas leituras em
espectrofotometro a 420 nm. A atividade da POX foi expressa em p mol purpurogalina

g MS min™.

2.7. Conteudo de antioxidantes nao enzimaticos

A extragdo foi realizada conforme Kampfenkel et al., (1995), com modificagdes.
Amostras de folhas liofilizadas (50 mg) foram maceradas em almofariz na presenca de
N, liquido, seguido da extragdo em solugdo de TCA (6%) por macera¢do por 5 min e
centrifugacdo a 10.000 x g por 30 min a 4°C. Em seguida foi coletado o sobrenadante.

Para o conteido de ascorbato reduzido (ASA), aliquotas de 100 pl do
sobrenadante foram adicionadas ao meio de reacao em tubos de ensaio contendo 100 pl
de DTT 10 mM, 100 pl tampao fosfato de potassio (200 mM; pH 7,4), 100 ul NEM
0,5%, 100 pl 4gua destilada, 500 pul TCA 10%, 400 pl H3PO4 45%, 400 pl Bipiridil 4%,
200 pl FeCls 3%, nessa ordem, conforme descripo por Kampfenkel et al., (1995). Apos
adicionar o FeCl; os tubos foram agitados, em seguida incubados a 42 °C durante 40
min. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 525 nm e o conteudo de
ascorbato foram estimados com base em curva padrdo utilizando L~ ascorbato P. A.

Os contetdos de glutationa das formas reduzida foram determinados conforme
Griffth (1980). Para determinacdo da GSH aliquotas de 200 pl do sobrenadante foi
adicionado em tubos de ensaio, em seguida foi adicionado 2,6 ml de tampao fosfato de
sodio 150 mM pH 7,4, 200 ul de tampao fosfato de s6dio (100 mM pH 6,8 + DTNB 6
mM). Em seguida os tubos foram agitados e incubados a 30 °C durante 10 min. As
leituras foram realizadas em espectrofotometro a 412 nm e o os contetdos

de glutationa foram estimados com base em curva padrdo a partir de GSS P. A.
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2.8. Delineamento estatistico e analise dos dados

Os dois experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizados em dois arranjos fatoriais 4 x 3. O experimento I foi constituido por quatro
porta-enxertos (SO4, Paulsen, IAC 572 e IAC 313) e trés doses de NaCl (0, 40 e 80
mM) e o experimento II por quatro combina¢des de enxerto/porta-enxertos (Vit/SO4,
Vit/Paulsen, Vit/IAC 572 e Vit/IAC 313) e trés concentragoes de NaCl (0, 40 ¢ 80 mM).
Os tratamentos foram representados por quatro repeticdes, onde cada repeticdo consistiu
de um vaso com uma planta. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as

médias comparadas por tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS

3.1. Crescimento, acumulacio de Na®, K" e CI' e dano de membranas em
porta-enxertos de videira submetidos a salinidade

Os porta-enxertos de videira mostraram diferentes respostas no crescimento apos
0s 26 dias de tratamento com NaCl (tabela 2). Os gen6tipos IAC 313 e IAC 572 tiveram
um maior acumulo de massa fresca em raizes, caules e folhas, do que os genétipos SO4
e Paulsen. De acordo com os resultados, a salinidade parece ndo interferir no
crescimento da IAC 313, indicando certa tolerancia desse genotipo a salinidade. Na
concentracdo de NaCl a 40 mM, a redugdo na biomassa em raizes, caules e folhas
chegou a 25% quando comparadas aos seus respectivos controles, com destaque para o
genotipo IAC 572, que apresentou uma reducao de 27,27% nas folhas. Nos tratamentos
de 80 mM, a redugdo na biomassa variou entre 20 ¢ 55%.

Tabela 2 Contetido de massa fresca de folhas, caules e raizes de plantas de quatro porta-
enxertos de videira (IAC 313, IAC 572, SO4 e Paulsen) submetidas a salinidade (0, 40 ¢
80 mM de NaCl) durante 26 dias em condi¢des de casa de vegetacao.

Porta- NaCl (g MF planta'l) Parte

enxertos (mM) Raiz Caule Folha aérea/raiz
0 36,69+2,28aA  23,24+0,67 aA  26,63£1,9 aA  4,98+0,48 aA
IAC313 40 44,63+0,53aA  21,49+0,87 aA 23,85+0,0 aA 4,78+0,72 aA
80 47,034£5,40aA  21,2840,99 aA  25,01+0,3 aA 5,17£0,19 aA
0 46,56+15,80 aA  23,56+0,49 aA 28,61+3,9 aA  5,96+1,66 aA
IAC572 40  3847+7,48 aAB 23,39+0,20 aA 20,81+0,5aB  5,14+1,35 aA
80  25,88+20,73bB 18,16£1,80 bB 13,01£2,0 bC 3,154+0,33 bB
0 13,21 £1,01 bA  8,53£1,56 bA  4,17+2,12 bA 2,21+0,53 bA
SO4 40 12,71 £0,70 bA  6,50+0,14 cAB  1,96+0,07 bA 1,77+0,30 bA
80 992+232cA  531+0,33dB  1,58+0,14 cA 1,69+0,59 bA
0 18,25 +4,73 bA  9,92+0,84 bA  2,02+0,50 bA 1,87+0,12 bA
Paulsen 40 15,36 £1,05bA  10,69+1,46 bA  3,99+0,00 bA 2,59+0,23 bA
80 12,52 +4,1 bCA  10,33+0,09 cA  2,72+0,00 cA 2,98+0,65 bA

Os valores representam médias de trés repetigdes = desvio padrao.

Médias para a

mesma variavel dentro da mesma coluna, para o porta-enxerto, seguidos pelas mesmas
letras mintsculas ndo diferem entre si ¢ médias para mesma variavel dentro da mesma
coluna, para salinidade, seguidas da mesma letra maitscula ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

O aumento do nivel de NaCl externo induziu acimulos significativos de Na’ em
todos os 6rgaos das plantas (tabela 3). Nas variedades TAC 313, TAC 572 e SO4, esse
acumulo foi mais acentuado nas raizes. Em relagdo ao caule e as folhas, pode-se

observar uma resposta distinta entre os genétipos, enquanto que as IAC 572 e a IAC
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313 acumularam uma maior concentragdo de Na" nos caules do que em folhas. A SO4 ¢
Paulsen, apresentaram uma resposta inversa, com maiores concentragdes de Na' nas
folhas, apresentando valores em torno de 347,08; 325,08 umol, respectivamente,
enquanto que as IACs 313 e 572 acumularam apenas uma quantidade em torno de 84
umol.

Tabela 3 Conteudo de sodio em tecidos de folhas, caules e raizes de plantas de quatro
porta-enxertos de videira (IAC 313, IAC 572, SO4 e Paulsen) submetidas a salinidade
(0, 40 e 80 mM de NaCl) durante 26 dias em condi¢des de casa de vegetagao.

Porta-  NaCl (umol g’ MS)
enxertos (mM) Raiz Caule Folha
0 139,02+2,65 bC 102,66+3,67 aC 47,66+3,67 abB

IAC 313 40 357,47+18,33 aB 177,21+£11,20 bB 58,66+£13,22 cAB
80 443,02+25,24 abA 233,42+16,53 bA 83,10+16,53 bA
0 221,51+£25,41 aC 94,10+10,58 aB 33,00+3,67 bB
IAC 572 40 349,83+38,98 aB 193,10+5,60 abA 50,11+9,23 cB
80 488,85+57,30 aA 207,76+£27,52 bA 84,33+22,00 bA
0 113,05+7,00 bC 98,99+18,33 aC 83,10+2,12 bC
SO4 40 250,54+2,65 bB 197,98+14,67 abB 158,88+7,63 bB
80 417,05+£9,17 bA 240,76+£23,85 bA 347,08+9,23 aA
0 148,18+ 25,24 bB 94,10+16,93 aC 58,66+3,67 abC
Paulsen 40 313,174£38,97 aA 218,76+8,47 aB 223,65+29.,33 aB
80 314,70£16,09 cA 281,09+5,60 aA 325,08+31,18 bA

Os valores representam médias de trés repetigdes + desvio padrdo. Médias para a
mesma variavel dentro da mesma coluna, para o porta-enxerto, seguidos pelas mesmas
letras minusculas ndo diferem entre si e médias para mesma varidvel dentro da mesma
coluna, para salinidade, seguidas da mesma letra maitscula ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

O conteudo de K em raizes e caules diminuiu a medida que os niveis de
salinidade na solucdo nutritiva foram aumentados (tabela 4), porém em raizes a
concentragdo do K s6 foi inferior a de Na™ nos tratamentos de NaCl a 80 mM, enquanto
que em caule ja se pode observar essa reducao a 40 mM nas variedades SO4 e Paulsen.
Em folhas, o conteido de K™ ndo foi alterado em resposta ao tempo de exposicdo a
salinidade nos gendtipos IAC 313 e IAC 572, enquanto que a SO4 e Paulsen, aumenta
até o tratamento de 40 mM, mas apresentou uma queda brusca a 80 mM, chegando a
uma concentragio menor que a do Na'. Esses resultados indicam que os genétipos IAC
313 e IAC 572 apresentam tolerancia a salinidade em concentragdes proximas de 80
mM, enquanto que a SO4 e Paulsen sdo mais sensiveis, apresentando mudangas na

absor¢do do Na" e K" a 40 mM.
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Tabela 4 Contetido de potassio em tecidos de folhas, caules e raizes de plantas de
quatro porta-enxertos de videira (IAC 313, TAC 572, SO4 ¢ Paulsen) submetidas a
salinidade (0, 40 e 80 mM de NaCl) durante 26 dias em condi¢des de casa de vegetagdo.

Porta- NaCl (umol g’ MS)
enxerto (mM) Raiz Caule Folha
0 447.9+13,71 abA 320,54 £ 5,59 aA 321,76 £ 10,97 aB
IAC 313 40 402,19+4,57 aA 268,13 £ 18,04 aB 330,29 +£ 27,44 cB
80 399,15+20,61 aA 218,16 £ 17,28 aB 397,32 £ 5,59 aA
0 482,94+26,39 aA 305,91 £ 42,06 aA 372,94 +£ 29,25 aA
IAC 572 40 414,38+34,30 aB 243,75+ 42,06 aB 408,29 +£ 21,11 aA
80 391,53+61,71 aB 215,72 + 54,84 aB 421,69 +£23,79 aA
0 452,47+£36,28 abA 170,63 £23,79 bA 375,38 £45,72 aA
SO4 40 414,38+46,68 aA 154,78 £ 21,42 bB 394,88 + 7,31 abA
80 290,98+13,96 bB 149,91 + 14,63 bB 255,94 £ 18,28bB
0 391,53+16,05 bA 156,00 +£ 16,49 bA 325,41 +47,53 aAB
Paulsen 40 319,93+13,71 bB 146,25 + 25,59 bB 347,35 + 3,66 bcA

80 274,22+9,14 bB 134,06 = 5,59 bC 283,97 +2,11 bB

Os valores representam médias de trés repetigdes + desvio padrdo. Médias para a
mesma variavel dentro da mesma coluna, para o porta-enxerto, seguidos pelas mesmas
letras mintsculas ndo diferem entre si € médias para mesma variavel dentro da mesma
coluna, para salinidade, seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

A propor¢do na relagio K'/Na’ foi maior nas folhas que nas raizes e caules
(tabela 5). Com a aplicagdo dos tratamentos salinos, ocorreu uma reducao em todos os
orgaos (folhas, caules e raizes) e porta-enxertos estudados. Em raizes o gendtipo que
apresentou a maior relacdo no nivel de salinidade mais elevado (80mM) foi o IAC 313 e
em caules e folhas o IAC 313 novamente se sobressai as outras, juntamente com IAC
572. Esses resultados indicam que a redugdo na relagio K'/Na" ocorre como resultado
da acumulagdo excessiva de Na' no tecido vegetal, ¢ a redu¢io aumentada de K na

célula.
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Tabela 5 Relagdo K+/Na+ em tecidos de folhas, caules e raizes em plantas de quatro
porta-enxerto de videira (IAC 313, IAC 572, SO4 e Paulsen) submetidas a salinidade
(0,40 e 80 mM de NaCl) durante 26 dias em condi¢des de casa de vegetagao.

Porta- NaCl (Relagio K'/Na")
enxerto (mM) Raiz Caule Folha
0 3,224+0,117 bA 3,12+0,109 aA 6,782+0,686 bA
IAC 313 40 1,12+0,053 abB 1,51+0,060 aB 5,790+1,088 bA
80 0,90+0,008 aB 0,94+0,137 aC 4,920+1,062 aA
0 2,20+0,609 cA 3,27+0,584 aA 11,360+1,055 aA
IAC 572 40 1,194+0,196 abB 1,26+0,207 abB 8,358+1,798 aB
80 0,80+0,106 aB 1,02+0,129 aB 5,261+1,499 aC
0 4,00+£0,314 aA 1,78+0,538 bA 4,657+0,657 cA
S04 40 1,65+0,198 aB 0,78+0,072 bB 2,488+0,093 cB
80 0,69+0,019 aC 0,63+0,124 aB 0,738+0,062 bB
0 2,71+0,609 bcA 1,70+0,430 bA 5,580+1,068 bcA
Paulsen 40 1,02+0,084 bB 0,66+0,096 bB 1,57+0,198 cB
80 0,87+0,067 aB 0,47+0,029 aB 0,879+0,079 bB

Os valores representam médias de trés repetigdes + desvio padrdo. Médias para a
mesma variavel dentro da mesma coluna, para o porta-enxerto, seguidos pelas mesmas
letras mintsculas ndo diferem entre si ¢ médias para mesma variavel dentro da mesma
coluna, para salinidade, seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Os dados para o contetido de Cl" em porta-enxertos de videiras submetidas ao
tratamento salino, mostram o aumento um significativo do CI” nos tratamentos de 40 e
80 mM de NaCl, quando comparados aos controles, porém nota-se que o acumulo mais
expressivo ocorre nas raizes (tabela 5). No entanto, pode-se observar uma diferenca
entre os genotipos no tratamento de 80 mM, enquanto que a SO4 e Paulsen acumularam
cerca de 500 e 578,7 umol de CI', respectivamente, a IAC 313 acumulou 1318,8 ¢ a
IAC 572 1101,3 umol. Em caules, o acumulo de CI foi inferior ao da raiz, porém
também mostrou um contraste entre as variedades, onde a IAC 313 apresentou um valor
de 242,7 e a IAC 572 298,7 umol e a SO4 e Paulsen apresentaram valores superiores de
aproximadamente 406,0 e 513,3 umol, respectivamente. Em folhas, a variedade TAC
313 em 40 mM apresentou um conteudo de cloreto igual ao do caule, mas em 80 mM
foi superior. A demais variedades apresentaram um conteudo de Cl" no tratamento de 40
mM superior ao do caule, porém em 80 mM, a SO4 e Paulsen mostraram valores

inferiores.
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Tabela 6 Contetdo de cloreto em tecidos de folhas, caules e raizes de plantas de quatro
porta-enxertos de videira (IAC 313, IAC 572, SO4 e Paulsen) submetidas a salinidade
(0, 40 e 80 mM de NaCl) durante 26 dias em condigdes de casa de vegetacao.

Porta- NaCl (umol g’ MS)

enxertos (mM) Raiz Caule Folha
0 406,0+56,0 aC 46,7+16,16 bC 42,0+14,0 aB

IAC 313 40 905,3+16,16 aB 130,7+8,08 bB 130,7+£35,23 cB
80 1318,8£10,09 aA  242,7+21,38 cA 364,0+£28,0 bcA
0 462,0+42,0 aB 149,3+8,08 aB 46,7+8,08 aB

IAC 572 40 994,0+140,0 aA 261,3+8,08 aA 462,0+28,0 aA
80 1101,3+49,16 bA 336,0+£70,0 bA 546,0+£168,0 aA
0 177,3+64,66 bC 51,3+8,08 bC 42,0+28,0 aB

SO4 40 336,5+0,808 bB 140,0+14,0 bB 294,04+0,00 bA
80 541,3+63,12 cA 406,0+98,0 bA 326,7+21,38 cA
0 168,0+42,0 bC 60,7+16,16 bC 18,7+8,08 aC

Paulsen 40 415,3+49,16 bB 294,0+14,00 aB 359,3+8,08 abB
80 578,7+£29,14 cA 513,3+£35,23 aA 471,3+35,23 abA

Os valores representam médias de trés repetigdes + desvio padrdo. Médias para a
mesma variavel dentro da mesma coluna, para o porta-enxerto, seguidos pelas mesmas
letras minusculas ndo diferem entre si e médias para mesma varidvel dentro da mesma
coluna, para salinidade, seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

O aumento na concentracdo de NaCl levou a um aumento nos indices de danos a
membrana, dado pelo vazamento de eletrolitos (figura 8A) e peroxidacdo lipidica a
partir da acumulagdao de TBARS (figura 8B), que aumentaram continuamente com a
aplicacdo dos tratamentos salinos. Entre os gendtipos estudados, o IAC 313 apresentou
o menor valor no vazamento de eletrolitos e Paulsen o mais elevado, quando
comparados apresentam uma diferenca de 51,72% nos tratamentos de NaCl a 80 mM. O
IAC 572 e o SO4 apresentaram valores intermediarios, com um aumento significativo
no tratamento de 80 mM, quando comparados ao controle. O conteudo de TBARS foi
maior na variedade IAC 313 no tratamento de 80 mM, enquanto que o tratamento de 40
mM ndo diferiu do controle. Esses resultados indicam que o dano de membradas pode
esta associado ao efeito i6nico. Além disso, nossos dados mostram um indicativo de um
possivel contraste em relagdo a tolerdncia e sensibilidade desses porta-enxertos a
salinidade, indicando que aquelas IAC 313 e IAC 572 foram relativamente mais
resistentes se comparados aos SO4 e Paulsen com base na capacidade de crescimento

: + ~ + +
associada a menor acumulo de Na' e melhor relagdo K'/Na'.
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Figura 8 Dano de membrana com base no extravasamento de eletrdlitos (A) e contetido
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (B) em folha de plantas de quatro porta-
enxertos de videira (IAC 313, IAC 572, SO4 e Paulsen) submetidas a salinidade (0, 40 ¢
80 mM de NaCl) durante 26 dias em condi¢des de casa de vegetagdo. Médias seguidas
pelas mesmas letras minusculas mostra a diferenca entre os porta-enxertos e médias
seguidas pelas mesmas letras maitsculas mostra a diferenca da salinidade pelo teste de
Tukey (p<0,05).

3.2 Efeito do porta-enxerto no crescimento, translocacio de Na', K" e Cl e
peroxidacio lipidica (TBARS) em mudas enxertadas

Nesse estudo, utilizamos os porta-enxertos avaliados no primeiro experimento
(IAC 313, TAC 572, SO4 e Paulsen) enxertados com enxertos da variedade BRS
Vitoria, submetidos aos tratamentos de NaCl a 0, 40 ¢ 80 mM. Esse estudo foi
realizado visando avaliar se as caracteristicas apresentada pelos porta-enxerto sob
salinidade sdo expressas nas mudas enxertadas. Os resultados obtidos mostram que a

salinidade reduziu o crescimento de todas as combinagdes (tabela 7).
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Tabela 7 Conteudo de massa fresca em raizes, caules e folhas em plantas de mudas
enxertadas de videira utilizando enxertos da variedade Vitdria enxertados sobre os
porta-enxertos IAC 572, IAC 313, SO4 e Paulsen submetidos a concentragdes crescente
de NaCl (0, 40 e 80 mM) durante 15 dias, em condi¢des de casa de vegetagao.

e NaCl (g MF planta'l) Relacao parte
Combinagdes (mM) Raiz Caule Folha aerea/raiz

0 19,53£2,9 aA  32,96x1,6 aA 9,6+1,0aA  11,37+0,9 aA

Vit/313 40 14,53+0,9 aB  26,50+3,2 aA 6,3+0,1 aB  §,19+0,2 abB

80 13,50£2,3aB  17,29+2,1 aB  5,4+0,2 aC 6,72+0,3 aB

0 16,73+£0,1 aA 22,3+1,1 acA 9,1+1,3aA  10,78+1,0 abA
Vit/572 40 15,59+0,9 aA 21,0+£3,7 abA  7,4+1,1 aB 8,61+0,2 aB
80 14,27+0,4 aA 16,48+0,3 aA 4,7£0,7aC  5,92+0,7 abC

0 18,02+1,9 aA 17,86+2,7 cA 8,4+0,2 bA 9,48+0,4 bA
Vit/SO4 40 14+1,4 aAB  16,46+0,6 bA 5,5+0,3 bB 6,69+0,4 bB
80 13,38¢1,2aB  16,28+1,6 aA 3,9+0,9bC  5,13+0,8 abC

0 20,78+2,7aA 26,3+5,1 abA  5,9+0,8 cA 7,21+0,7cA
Vit/Paulsen 40 12,64+0,0 aB  21+£8,1abAB  5,0+0,0 cB 6,75+0,6 bA
80 10,37£2,8 aB  15,86+0,4 aB 3,3+1,4 cC 4,91+1,2 bB

Os valores representam médias de trés repetigdes + desvio padrdo. Médias para a
mesma variavel dentro da mesma coluna, para a enxertia, seguidos pelas mesmas letras
minusculas ndo diferem entre si e médias para mesma variavel dentro da mesma coluna,
para salinidade, seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Em plantas enxertadas, assim como em porta-enxertos, o acumulo de Na'
aumentou progressivamente em todos os 6rgdos sob salinidade (40 e 80 mM), com
maiores concentracdes nas raizes (tabela 8). Em folhas, at¢ 40 mM as combinagdes
Vit/IAC 313 e Vit/IAC 572 acumularam concentragdes em torno de 37,25 umol e 43,82
umol, respectivamente, enquanto que a Vit/SO4 e a Vit/Paulsen com o mesmo

tratamento acumularam uma concentragdo superior a 200 pmol.
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Tabela 8 Contetido de sddio em raizes, caules e folhas de mudas enxertadas de videira
utilizando enxertos da variedade Vitoria enxertados sobre os porta-enxertos IAC 313,
IAC 572, SO4 e Paulsen submetidos a concentragoes crescente de NaCl (0, 40 e 80

mM) durante 15 dias, em condigdes de casa de vegetagao.

. . NaCl (umol kg MS)

Combinagdes (mM) Raiz Caule Folha
0 324,02+107,3 aB 92,17+4,61 aC 26,29+6,57 aB

Vit/313 40  690,11+170,4 aA  193,55+9,22 cB 37,25+3,79 bB
80 871,06+12,6 aA  322,58+27,65bA  170,89+32,86 cA
0 265,10+101 aC 7527+ 11,6 aC 24,09+3,19 aB

Vit/572 40  573,33+2525cB 170,50+ 27,6 cB 43,81+ 3,19 bB
80 782,69+ 189 aA 267,28+ 16,6 bA  247,57+36,2 cA
0 231,44+56,9 aB 84,49+7,04 aB 32,86+6,57 aC

Vit/SO4 40 681,70+63,1 aA  244,24+20,09 aA  225,67+3,79 aB
80  807,94+37.87 aA  274,96+7,04bA  306,73+16,54 bA
0 273,52+19,28 aB 69,12+4,61 aC 21,9143,79 aC

Vit/Paulsen 40 492,34+50,5 aA 225,81+27,6 abB  232,24+20,08 aB
80 972,05425,25aA  302,61+20,7 abA 453,52+6,57 aA

Os valores representam médias de trés repetigdes + desvio padrdo. Médias para a
mesma variavel dentro da mesma coluna, para a enxertia, seguidos pelas mesmas letras
minusculas nao diferem entre si ¢ médias para mesma variavel dentro da mesma coluna,
para salinidade, seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (p<0,05).

O Conteudo de K', em raizes e caules foi reduzido gradativamente com o
aumento na concentragdo do tratamento salino, para todas as combinagdes (tabela 9).
Em folhas, ndo houve redu¢do nas combinacdes Vit/IAC 313 e Vit/IAC 572, enquanto
que na Vit/SO4 e Vit/Paulsen, ocorre um aumento até¢ 40 mM de NaCl, em 80 mM ha

uma reducao de 17,53% e 35,9%, respetivamente, em relacao aos seus controles.
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Tabela 9 Contetdo de potassio em raizes, caules e folhas de mudas enxertadas de
videira utilizando enxertos da variedade Vitoria enxertados sobre os porta-enxertos IAC
313, IAC 572, SO4 ¢ Paulsen submetidos a concentragdes crescente de NaCl (0, 40 e 80
mM) durante 15 dias, em condigdes de casa de vegetacao.

NaCl

Combinacoes (mM)

(umol kg™ MS)

Raiz

Caule Folha

0
Vit/313 40
80

878,98+12,74 cA
696,39+133,81 bB
441,61+44,74 aC

223,81+4,48 abA  313,09+17,25 cB

176,07+5,17 abB  345,09+30,92 cAB

174,57£17,9 abC ~ 404,51+13,71 bA

0
Vit/572 40
80

963,90+7,35 abA
785,56+19,46 bB
505,30+7,35 aC

258,13+15,72 aA  418,21+61,70 bC
190,99+2,58 aB 514,20+6,86 bB
173,08+11,27aC  621,61£58,31 aB

0
Vit/SO4 40
80

866,24+89,17 bcA
823,78+19,46 bB
492,57£19,46 aC

231,27£29,12 aA  573,62+24,08 aA
202,92+2,58 aB 601,04+3,96 aA
180,54+6,84 aC 473,07+6,86 bB

0
Vit/Paulsen 40
80

976,65+57,44 aA
942,68+50,96 aB
331,21+25,48 bC

217,85£15,72bA  445,64+£61,70 bA
177,56£6,84 bB  509,63+24,08 bA
153,69+20,18 bC  285,67+10,47 cB

Os valores representam médias de trés repetigdes + desvio padrdo. Médias para a
mesma variavel dentro da mesma coluna, para a enxertia, seguidos pelas mesmas letras
minusculas nao diferem entre si ¢ médias para mesma variavel dentro da mesma coluna,
para salinidade, seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem entre si, pelo teste de

Tukey (p<0,05).

Em plantas enxertadas, a maior propor¢io da relagdo K'/Na" também ocorreu

em folhas, porém foi também onde ocorreu a maior redu¢do apos a plicagdo dos

. . ~ . ~ + + . . .
tratamentos salinos, na combinacao Vit/Paulsen essa relacdo K /Na  diminuiu cerca de

97% quando comparado ao controle (tabela 10). Em caules e raizes na presenca de sal, a

combinagdo Vit/Paulsen mais um vez apresentou a menor relacao.
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Tabela 10 Relacio K'/Na’ em raizes, caules e folhas de mudas enxertadas de videira
utilizando enxertos da variedade Vitoria enxertados sobre os porta-enxertos IAC 313,
IAC 572, SO4 e Paulsen submetidos a concentragdes crescente de NaCl (0, 40 e 80
mM) durante 15 dias, em condigdes de casa de vegetacao.

Combinacdes NaCl Relacio K'/Na*
(mM) Raiz Caule Folha

0 2,93141,004 aA  2.433+0,150 cA  12,320+2,485 bA
Vit/313 40 1,019£0,060 aB  0,910+0,024 aB 9,388+1,840 aA

80 0,508+0,059 aC  0,547+0,103 aB 2,417+0,392 aB

0 4,04+1,67 aA 3,49+0,66 aA 17,67+3,85 abA
Vit/572 40 1,32+0,08 aB 1,14+0,19 aB 11,78+0,93 aB

80 0,67+0,15 aC 0,651+0,08 aB 2,52+0,21 aC

0 3,871+0,895 aA  2,756+0,486 abA  17,872+3,139 aA
Vit/SO4 40 1,216£0,131 aB  0,835+0,070 aB 2,664+0,062 bB

80 0,610+0,032 aC 0,657+0,022 aB 1,546+0,100 aB
0 3,573+0,053 aA  3,166+0,377 bcA  20,978+5,738 aA
Vit/Paulsen 40 1,924+0,163 aB 0,795+0,116 aB 2,202+0,150 bB
80 0,341+0,031 aC 0,508+0,058 aB 0,630+0,022 aB

Os valores representam médias de trés repetigdes + desvio padrdo. Médias para a
mesma variavel dentro da mesma coluna, para a enxertia, seguidos pelas mesmas letras
minusculas nao diferem entre si ¢ médias para mesma variavel dentro da mesma coluna,
para salinidade, seguidas da mesma letra maitscula nao diferem entre si, pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Em mudas enxertada o acumulo de cloreto manteve praticamente o mesmo
comportamento das mudas nao enxertadas, apresentando um maior acumulo nas raizes,
exceto para a combinagdo Vitdria/SO4 que apresentou um maior acumulo nas folhas
(tabela 11). Porém, em raizes, enquanto que os porta-enxertos IAC 313 e IAC 572
acumularam mais de 1.000 pmol de CI no tratamento de 80 mM de NaCl, quando
enxertadas sobre o enxerto da variedade BRS Vitoria, acumularam apenas 723,3 e 588,0
umol, respectivamente. Em caule, a enxertia serudiu o acumulo de Cl- em mais de 60%
nas combinag¢des Vitéria/SO4 e Vitoria/Paulsen, a Vitoria/IAC 313 e Vitoéria/IAC 572
mantiveram os valores em torno de 200 umol. Em folhas, no tratamento de 40 mM o
conteudo de CI" foi inferior das mudas ndo enxertadas, com exce¢do da combinagao
Vitoria/IAC 313, as demais combinagdes so6 apresentam um conteudo de Cl* superior
aos das mudas ndo enxertadas no tratamento de 80 mM. Porém, em 80 mM a
combinacdo Vitdéria/IAC 313 acumulou cerca de 406,0 umol de ClI' e as demais

combinagdes acumularam mais de 500 pmol.
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Tabela 11 Conteudo de cloreto em tecidos de raizes, caules e folhas de mudas de
videira com enxertos da variedade Vitoria enxertados sobre os porta-enxertos IAC 313,
IAC 572, SO4 ¢ Paulsen, submetidos a concentragdes crescentes de NaCl (0, 40 ¢ 80
mM) durante 15 dias em condigoes de casa de vegetagao.

. NaCl (umol . g’ MS)
Combinagdes (mM) Raiz Caule Folha
0 154,0+28,0 aC 51,3+8,0 aC 14,04+0,00 aC
Vitoria/IAC 313 40 490,0+28,0 aB 140,0+14,0 aB 196,0+14,0 aB
80 723,3+£58,0 aA 219,3+21,0 aA 406,0+28,0 bA
0 140,0+14,0 aC 42,0+14,0 aC 28,0+14,0 aC
Vitoéria/IAC 572 40 438,7458,3 aB  149,3+42,77 aB 168,0+£28,0 aB
80 588,0£112,0 bA  219,3+21,38 aA  546,0+14,0 aA
0 93,34+21,38 aB 51,3+16,16 bC 9,3+8,08 aC
Vitoria/SO4 40 401,3+8,08 aA 112,0+14,0 bB 154,0+42,0 aB
80 443,3+8,08 cA 158,7£8,08 bA  532,0+120,0 aA
0 121,3+35,23 aC 23,3+8,08 bC 28,0+0,00 aC
Vitéria/Paulsen 40 434,0+£98,0aB  102,7+21,38 bB 210,0+42,0 aB
80 597,3+8,08 bA 149,3+8,08 bA 532,0+42,0 aA

Os valores representam médias de trés repetigdes + desvio padrdo. Médias para a
mesma variavel dentro da mesma coluna, para a enxertia, seguidos pelas mesmas letras
minusculas ndo diferem entre si e médias para mesma variavel dentro da mesma coluna,
para salinidade, seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Os dados mostram que a intensidade da peroxidagdo lipidica, estimada no
conteudo de TBARS em mudas de videira enxertadas, assim como nas ndo enxertadas,
foram afetadas pela salinidade. Em plantas que receberam os tratamentos com NaCl a
40 e 80 mM, quando comparadas com seus respectivos controles, nota-se que houve um
aumento gradativo com maior intensidade paras as combinacgdes Vitoria/IAC 313 e
Vitoria/IAC 572 (figura 9). A combinagdo Vitdria/Paulsen também apresentou um
grande aumento no tratamento de 80 mM, porém seu conteudo endogeno ja €

consideravelmente alto em comparagdo com as demais variedades.
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Figura 9 Contetudo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico em mudas enxertadas
de videira utilizando enxertos da variedade BRS Vitdria enxertados sobre os porta-
enxertos, IAC 313, IAC 572, SO4 e Paulsen, submetidos a concentragdes crescentes de
NaCl (0, 40 e 80 mM) durante 15 dias, em condi¢des de casa de vegetacdo. Médias
seguidas pelas mesmas letras minisculas mostra a diferenca entre as combinacdes e
médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas mostra a diferenga da salinidade pelo
teste de Tukey (p<0,05).

3.3 Respostas das trocas gasosas e dos paramentros de fluorescéncia a curva
de fotossintese em resposta a luz e conteudo de clorofilas e em plantas de
videira enxertadas submetidas a salinidade

Nas mudas de videira enxertadas foram observados os efeitos da salinidade
sobre os contetdos de clorofilas totais, bem como das fragdes de clorofilas a e b (figura
10). O contetido de clorofilas totais reduziu com o aumento da salinidade em todas as
mudas, com um maior destaque para a combinagdo Vitoria/Paulsen que reduziu
48,14%, enquanto que a Vitoria/IAC 572, Vitoria/SO4 e a Vitoria/IAC 313 reduziram
apenas 32,81%, 26,81% e 19,11%, respectivamente, na concentracdo de 80 mM quando
comparadas com seus respectivos controles (figura 10A). A redu¢do no conteudo das
clorofilas totais foi mais associado com a reducdo no teor de clorofilas b do que de
clorofilas a. Enquanto que a combinagdo Vitéria/IAC 313 no tratamento de 80 mM
reduziu o contetido de clorofila a em 3,22% quando comparada como o controle, as
clorofilas b reduziram em 35,92% (figuras 10B e 10C). Porém essa foi a combinagdo

que apresentou a menor reducdo, a Vitoria/Paulsen que apresentou a maior reducao em

64



todas os teores, nas clorofilas a reduziu em 23,53% e clorofila b 63,99% no tratamento
de maior concentracdo de NaCl em comparacdo com seus respetivos controles. A
diferenga na reducdo nos teores de clorofilas a ¢ b ocasionou um aumento relevante na
relagdo de clorofilas a/b em resposta ao estresse salino com um maior destaque pra

combinagdo Vitoria/Paulsen (figura 10D).
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Figura 10 Conteudo de clorofilas totais (A), clorofilas a (B), clorofilas b (C) e relagao
clorofila a/b (D) em mudas enxertadas de videira utilizando enxertos da variedade BRS
Vitéria enxertados sobre os porta-enxertos, IAC 313, TAC 572, SO4 e Paulsen,
submetidos a concentragdes crescentes de NaCl (0, 40 e 80 mM) durante 15 dias, em
condigdes de casa de vegetagdo. Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas
mostra a diferenca entre as combinagdes e médias seguidas pelas mesmas letras
maiusculas mostra a diferenca da salinidade pelo teste de Tukey (p<0,05).

A curva PN-PPFD em plantas de videira da variedade BRS Vitoria enxertada em
diferentes porta-enxertos, na auséncia do NaCl (controle), quando expostos ao aumento

da intensidade da luz apresentaram pontos de saturagdo de luz proximo de 1000 pmol
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, com taxas maximas de assimilacdo de CO; para as combinagdes Vit/IAC 313,

respectivamente (Figura 11B). Com a adi¢dao do NaCl a 80 mM, o ponto de saturagdo de
luz foi de aproximadamente 700 a 800 pmol m™ s ' e as taxas maximas de assimila¢io
de CO, em comparagdo as plantas controle, reduziram para 6,88 (Vit/IAC 313), 6,47
(VIt/IAC 572), 5,21 (Vit/SO4) e 4,97 (Vit/Paulsen). Essas respostas indicaram que a
combinag¢do Vit/Paulsen ¢ a mais eficiente para usar luz alta sob condi¢des normais,
porém na presenca de NaCl a 80 mM ¢ a mais ineficaz, a combinagdo que mostrou uma
melhor eficiéncia nessa condicdo foi a Vit/IAC 313. Enquanto que a combinagao
Vit/Paulsen, apresentou uma redugdo de 67,35% na taxa de assimilacdo de CO; em

comparag¢do ao controle, a Vit/IAC 313 reduziu apenas 45%.
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Figura 11 Medida de concentragao intercelular de CO, (A), assimilagdo liquida de CO2
(B), condutancia estomatica (C) e eficiéncia de carboxilacdo instantanea (E) em resposta
ao aumento de intensidade luminosa (umol fotons m™ s') em mudas enxertadas de
videira com enxertos da variedade BRS Vitéria sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC
572, SO4 e Paulsen, submetidos a concentragdes crescentes de NaCl (0, 40 e 80 mM)
durante 15 dias, em condigoes de casa de vegetagao.
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Na condutancia estomatica (gs), o aumento na intensidade da luz com a
aplicagdo do tratamento salino induziu a diferentes respostas nas combinagdes
(enxerto/porta- enxerto) estudadas. Nas plantas controle (auséncia de NaCl), gs
aumentou de forma continua em resposta a luz crescente e a combinagdo que apresentou
o maior aumento foi a Vit/Paulsen. Enquanto que em plantas submetidas ao tratamento
salino a condutancia estomatica parece ndo depender da intensidade de luz, pois com
uma faixa de intensidade luz baixa desencadeia a abertura estomatica, s6 que em uma
propor¢ao bem inferior as plantas controle (figura 11C). Nas combinagdes Vit/IAC 313,
Vit/IAC 572, Vit/SO4, os tratamentos de NaCl a 80 mM apresentaram uma redu¢ao na
gs de aproximadamente 3 vezes menor que 0s seus respectivos controles, na Vit/Paulsen
essa reducdo foi ainda maior que nas demais combinagdes. Esses resultados indicam
que a salinidade induziu a uma menor condutincia estomatica para evitar a perda de
agua pela planta, para minimizar os efeitos do estresse osmdtico causado pelo excesso
de sais.

A concentragdo intercelular de CO, baixou em todas as combinagdes no
intervalo de fluxo de luz entre 0-200 pmol m? s, a partir de 200 pmol m™? s™ as plantas
mantiveram uma estabilidade, mas as plantas de controle se sobressairam das que
receberam o tratamento salino (figura 11A). Na auséncia do sal a combinagdo
Vit/Paulsen apresentou uma maior concentracdo, porém ao aplicar o tratamento salino
essa combinacdo mostrou uma instabilidade, apresentando uma menor concentraciao
intercelular de CO,, juntamente com a Vit/IAC 313.

O aumento da luz aumentou a eficiéncia de carboxila¢do instantanea, com um
ponto de saturagdo em torno de 700 a 800 umol m™s”. Em plantas cultivadas na
auséncia do NaCl, a eficiéncia foi maior que em plantas estressadas (figura 11D), entre
as combinagdes estudadas, a Vit/Paulsen apresentou uma melhor eficiéncia. Apos a
aplicacdo do tratamento salino, a combinagdo Vit/IAC 313 mostrou-se mais eficiente,
em relacdo a demais, a eficiéncia da Vit/ Paulsen reduziu em 59,69% quando
comparada ao controle.

O coeficiente qP, reduziu com o aumento no fluxo de luz em todas as
combinagdes, submetidos ou ndo a salinidade (figura 12A), porém a reducdo foi mais
acentuadas nas plantas tratadas com NaCl (80 mM) e a combinagdo que teve o menor

coeficiente foi a Vit/Paulsen.
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Figura 12 Curva do quenching fotoquimico (A) e da taxa aparente de transporte e
elétrons (B) em resposta ao aumento de intensidade de luz (umol fétons m? s) em
mudas enxertadas de videira utilizando enxertos da variedade BRS Vitoria enxertados
sobre os porta-enxertos, IAC 313, IAC 572, SO4 e Paulsen, submetidos a concentracdes
crescentes de NaCl (0, 40 e 80 mM) durante 15 dias, em condicdes de casa de
vegetacao.

O ETR em resposta a curva de luz, no intervalo entre 0-250 pmol m? s'l, em

ambas as combinacdes (enxerto/porta-enxerto), as plantas de controle se sobrepdem as
do tratamento salino (figura 12B). Entretanto, quando o fluxo de luz estava a cima de
250 pmol m™ s”, ocorreu uma separagdo das curvas de resposta a luz, onde as
combinagdes que foram cultivadas na auséncia do sal apresentaram uma ETR maior do
que as que receberam tratamentos salinos. Em condi¢des normais, a Paulsen apresentou

uma maior ETR, porém apds o tratamento salino esse parametro reduziu em 53,33%.
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Além disso, outra combinagdo que também apresentou uma reducao significativa foi a
Vit/SO4, enquanto que a Vit/IAC 313 e Vit/IAC 572 reduziram em apenas 17,67 e

28,51%, respectivamente.

3.4. Respostas da atividade enzimatica e ndo enzimatica em plantas de
videira enxertadas submetidas a salinidade

A atividade das enzimas antioxidativas foi modulada diferencialmente pelo NaCl
nas folhas das plantas de videira enxertadas. Nas combina¢des Vitoria/IAC 572 e
Vitéria/Paulsen a atividade da SOD foi estimulada pela salinidade, enquanto que a
Vitéria/SO4 foi reduzida em 76,27% no tratamento de 40 mM e a combinagdo
Vitoria/IAC 313 reduziu em 15,31 e 50,14% nos tratamentos de 40 e 80 mM,
respectivamente, quando comparados com os seus controles, embora na auséncia do sal
tenha apresentado uma maior atividade quando comparada com as demais combinagdes
(figura 13A).

O aumento da concentracdo externa de NaCl induziu o aumento da atividade da
APX nas combinagdes Vitoria/IAC 572 e Vitoria/SO4. A combinagdo Vitéria/Paulsen
no tratamento de 40 mM aumentou em torno de 44,13% em relagdo ao controle, mas em
80 mM reduziu novamente igualando-se ao controle. A Vitoria/IAC 313 reduziu
gradativamente em 17,38 e 38,04% nos tratamentos de 40 e 80 mM de NaCl,
respectivamente, quando comparados ao controle. Mesmo apresentando essa reducgao de
38,04% em 80 mM a Vitoria/IAC 313 apresentou a maior atividade da APX quando
comparada com as demais combinagdes (figura 13B).

A atividade da POX foi estimulada pela salinidade em plantas de videira
enxertadas, ao contrario da tendéncia verificada para a atividade das enzimas SOD e
APX na combinagdo Vitéria/IAC 313, a atividade da POX foi estimulada, aumentando
gradativamente com o aumento da concentra¢do de NaCl. A Vitoéria/IAC 572 aumentou,
no entanto em uma menor propor¢do, enquanto que nas combinagdes Vitoria/SO4 e
Vitoria/Paulsen a atividade foi intensamente estimulada no tratamento de 40 mM de

NacCl (figura 13C).
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Figura 13 Atividade das enzimas dismutase do superoxido SOD (A), peroxidase do
ascorbato APX (B) e peroxidades de fen6is POX (C) em folha de plantas enxertadas de
videira utilizando enxertos da variedade BRS Vitoria enxertados sobre os porta-
enxertos, IAC 313, IAC 572, SO4 e Paulsen, submetidos a concentragdes crescentes de
NaCl (0, 40 e 80 mM) durante 15 dias, em condi¢des de casa de vegetacdo. Médias
seguidas pelas mesmas letras mintsculas mostra a diferenca entre as combinagdes e
médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas mostra a diferenca da salinidade pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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O conteudo de ascorbato reduzido (ASA) aumentou 34,64, 30,90 e 44,93% nas
combinagdes Vitoria/IAC 313, Vitéria/IAC 572 e Vitoéria/Paulsen, respectivamente, nos
tratamentos salino a 80 mM de NaCl, se comparados as plantas controle. Enquanto que
a combinagdo Vitoria/SO4 apresentou uma resposta inversa a das demais combinagdes,
reduzindo gradativamente com o aumento da salinidade, chegando a 47,24% em 80
mM, quando comparada a controle (figura 14A). O GHS apresentou o mesmo
comportamento que o ASA (figura 14B).

100 +

=
=]
1

60 -

Conteudo de ASA
(nmol g-1 MS)

40 -

20 -

Conteudo de GSH
(nmol g-1 MS)

Vit/I313  Vit/572 Vit/SO4 Vit/Paul

Combinacdes (enxerto/porta-enxerto)

Figura 14 Mudangas nos conteudos de ascorbato (A) e glutationa reduzidos (B) em
folhas de plantas de videiras, utilizando enxertos da variedade BRS Vitdria enxertados
sobre os porta-enxertos, [AC 313, IAC 572, SO4 e Paulsen, submetidos a concentragdes
crescentes de NaCl (0, 40 e 80 mM) durante 15 dias, em condi¢cdes de casa de
vegetacao. Médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas mostra a diferenca entre as
combinagdes e médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas mostra a diferenca da
salinidade pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4. DISCUSSAO

A redugdo no crescimento da planta causado pela salinidade ¢ induzida por
diferentes mudangas moleculares, fisiologicas e bioquimicas (MUNNS et al., 2002;
KRASENSKY; JONAK, 2012). No presente estudo, tanto as plantas enxertadas como
as nao enxertadas, apresentaram reducdao no crescimento com a adi¢do do NaCl.
Observacdes semelhantes foram encontradas em relagdo a reducdo de crescimento em
muitas plantas sob salinidade (CHEESEMAN, 1988; PARIDA; DAS, 2005), inclusive
em videiras (WALKER et al., 2014, QIN et al., 2017).

Essa redugdo pode esta sendo causada tanto devido ao excesso de sais soluveis
na solugdo do solo provocar o estresse osmotico na planta, como pelo efeito do acimulo
de cloreto e sédio em niveis toxicos (MARSCHNER, 1986, MIRAS-AVALOS;
INTRIGLIOLO, 2017). Além disso, outro fator que também pode influenciar ¢ o desvio
da energia dos processos de crescimento para excluir a absorcdo de Na', assim como,
para sintese de solutos compativeis para manter o turgor celular nessa condicdo de
estresse (MUNSS; TESTER, 2008; MUNNS; GILLIHAM, 2015).

Alguns estudos demostram que em porta-enxertos a tolerancia a salinidade esta
diretamente relacionada com a reducdo na concentragdo de N" e Cl” em niveis toxicos na
parte aérea (MOYA et al., 1999; ZRIG et al., 2011; HENDERSON et al., 2014 ; ZRIG
et al., 2016). Na maioria das culturas a exclusdo do Na“ ¢ mais estudada que o cl’
(MUNNS, GILLIHAN, 2015; LI et al., 2017). Porém quando se trata de videira o foco
principal tem sido a toxicidade pelo cI" (WALKER et al., 2004) e seu mecanismo de
exclusdo pela parte aérea (GONG et al., 2011, HENDERSON et al., 2014, 2015; FORD
etal., 2015).

A variacdo na exclusdo do cl- conta com a contribuicio de mecanismos
genéticos, parecendo ser controlados por mais de um gene e mecanismos fisiologicos
implicitos, sugerindo que as células estelares possam ser locais importantes de
mecanismos de exclusao e, que o simplasto ¢ um caminho chave para o transporte de cl-
em raizes (GONG et al.,, 2011). Em relacdo ao Na', um estudo recente indica as
cultivares de V. vinifera como excludentes potencialmente fortes de Na', identificando o
gene VisKHT1;1 como o controlador principal dessa exclusdo, identificando também os
alelos dominantes, VisKHT1;1-E, fornecendo um bom marcador genético para a criagao

de porta-enxertos tolerantes (HENDERSON et al., 2018).
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A absorc¢do do N' provoca uma despolarizagio rapida e macica da membrana,
resultando em uma maior dificuldade para o transporte dos nutrientes essenciais e
metabolitos (SHABALA et al., 2005; CHEN et al., 2007a; SHABALA, 2017). No
presente estudo, os genotipos IAC 313 e a IAC 572 demostraram esse comportamento,
podendo entdo ser indicados como mais tolerantes ao estresse salino do que o SO4 ¢
Paulsen, visto que, assim como no estudo descrito apresentaram baixas concentragdes
de N na parte aérea das plantas, especialmente em folhas, onde as concentragdes foram
baixas e ndo houve redugio no contetido de K como aumento da salinidade.

Em plantas enxertadas, estudos relatam que a tolerancia se deve ao aumento na
translocacdo de K', Ca’ ou Mg2+ (MOYA et al., 1999; ZHU et al., 2008; ZRIG et al.,
2016). A capacidade dos tecidos vegetais em reter K parece ser uma caracteristica
comum entre todos os genodtipos e espécies tolerantes a salinidade, pois o K" funciona
como um ion de balanceamento de carga (SHABALA, 2017). Esse relato foi encontrado
a principio em raizes de cevada (CHEN et al., 2005, 2007b), com uma correlagio
positiva entre a tolerancia geral ao estresse salino e a capacidade do tecido radicular de
reter K, em seguida esse conceito foi se expandindo também para outras espécies
(SHABALA, 2017). Esse mecanismo de tolerancia do tecido a salinidade, atualmente
vem sendo relatado também para parte aérea da planta (WU et al., 2013, 2015).

O incremento do NaCl, aumentou o vazamento de eletrélitos nos porta-enxertos
testados em nosso experimento. Esse resultado reflete os danos causados a membrana
como consequéncia da degrada¢dao de lipidios e proteinas que ocorrem durante o
estresse (SIMPSON et al., 2015). Esse dado (DM%) mostra que os porta-enxetos de
Paulsen apresentaram um maior vazamento de eletrolitos do que os do SO4, IAC 572 e
IAC 313, o que indica que ¢ mais suscetivel ao estresse salino que os outros trés porta-
enxertos, entre eles o que apresentou o menor dano foi o IAC 313.

Em relagdo a atividade fotossintética em plantas enxertadas, pode se observar
que o ponto de saturagdo para os pardmetros analisados foi em torno de 1000 pmol m™
ste que tanto a fotossintese como a condutancia e concentragdo intercelular de CO,
reduziu acentuadamente com o aumento da salinidade. Em nosso estudo, a combinacao
Vit/Paulsen mostrou-se ser vigoroso em condigdes normais, porém ao aplicar o
tratamento salino, apresentou uma queda brusca na fotossintese e condutidncia. Em
condig¢des salinas as combinagdes que obtiveram melhores resultados foram a Vit/IAC

313 e Vit/IAC 572.
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Para a redugdo na fotossintese nosso trabalho sugere trés possiveis causas: (I)
menor disponibilidade causada pela salinidade induzindo ao fechamento estoméatico que
¢ uma das principais respostas da planta para minimizar a perda de 4gua pela planta
(AROCA et al., 2012; SHABALA; MUNNS, 2012; PENELLA et al., 2016), (II) pelo
dano a membrana celular causado pela toxidade i6nica, em Citros, Simpson et al (2015)
encontrou resultados similares e (IIT) pelo desequilibrio na homeostase de K no citosol
do mesofilo foliar, em alguns estudos foi relatado com beterraba agucarada (TERRY;
ULRICH,1973), cevada (DEGL'INNOCENTI et al., 2009 e algodao (JIN et al., 2011),
a deficiéncia de K causou uma reducdo na capacidade de assimilagdo de CO,, enquanto
que em folhas de manguezal causou a perda funcional do fotossistema I (BALL et al.,
1987). O equilibrio na homeostase de K no citosol do meséfilo da folha pode ser um
indicativo da eficiéncia fotossintética em plantas tolerantes a salinidade (WU et al.,
2015).

A condutancia estomatica é a primeira resposta ao estresse salino, no presente
trabalho mostrou ser fortemente afetado pela salinidade, com uma redugao significativa
entre as plantas controle (auséncia do NaCl) e as do tratamento salino. Na combinacao
Vit/Paulsen que apresentou uma maior condutancia em condigdes normais, com o
tratamento salino reduziu em 75,44%. Essa resposta na condutincia parece ser
controlada por vias celulares dependente de ABA. O fitohormonio ABA esta
relacionado com diversos processos metabolitos, além disso, pode proteger as plantas
dos danos induzido pela seca e salinidade (TU et al., 2016). Em videiras, estudos
afirmam que o gene VgbZIP39 medeia respostas aos estresses abioticos através de uma
via dependente de ABA, podendo ser um gene candidato para melhorar a tolerancia do
estresse salino na uva (TU et al., 2016). Outra hipdtese ¢ que essa redugdo possa ter
ocorrido mediado por canais de K" de protecdo de células de protecio externa (GORK),
que sdo expressos tanto na epiderme da raiz, como nas células guardas e desempenham
um importante papel no fechamento estomatico (VERY et al., 2014; SHABALA et al.,
2017).

A concentragdo intercelular de CO; reduziu em todas as combinagdes com a
aplicacdo do tratamento salino, porém ndo tdo acentuada como na gs. Na Cj a
intensidade luminosa parece ter apresentado uma maior influéncia inicialmente, entre 0-
150 pmol fotons m™ s ocorreu uma queda brusca, mantendo uma estabilidade a partir
1000 pmol m? s, Alguns trabalhos relatam que a reducdo na capacidade de

assimilagdo de CO, em algumas culturas ocorreu devido deficiéncia de K™ (WU et al.,
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2015). Nesse contexto, podemos indicar que a capacidade de retencdo do K™ no
mesofilo foliar pode contribuir para a tolerdncia a salinidade. Em cevada, alguns
trabalhos relatam uma ligagdo entre o teor de potéssio e a tolerancia a salinidade (CHEN
et al., 2005, 2007b).

O sal mostrou ter uma grande influencia em relagdo a eficiéncia de carboxilagao
instantdnea, onde as combinagdes que apresentaram indicativo de tolerancia e de
sensibilidade a salinidade mostraram uma grande diferenga no comportamento. Essa
resposta pode estd associado com as limitagdes metabodlicas, podendo ter relagdo com
atividade da Rubisco, que pode ser alterada pela salinidade (GALMES et al., 2013), ou
devido a limitagdes estomaticas, essas limitacdes estomdtica juntamente com as
bioquimicas pode ter implicado também na reducdo da ETR provavelmente devido a
uma maior taxa de consumo de ATP e NAPH reduzida para a assimilacdo de CO,
(PENELLA et al., 2014). O quenching fotoquimico também reduziu com a salinidade,
porém assim como a Cj, parece ter sido mais influenciada pela luz, esse resultado em
relacdo a atividade fotossintética, indica que a salinidade influencia mais nas trocas
gasosas do que no de fluorescéncia, porém se faz necessario mais estudo sobre tais
parametros.

No presente estudo, as mudas enxertadas com enxerto IAC 313 (Vit/IAC 313)
apresentaram melhor eficiéncia fotossintética em condi¢cdes de salinidade se
comparadas as demais combinagdes. Essa melhor performance fotossintética deve ser
atribuida em parte a maior atividade fotoquimica (Indicada pela ETR e qP), o que
mostra que esse genotipo (IAC 313) quando utilizado como porta-enxerto resultou em
plantas enxertadas com uma maior estabilidade do aparato fotoquimico. Assim, os
resultados aqui obtidos demonstram claramente que um carater bioquimico e fisiologico
essencial ao processo fotoquimico pode ser modulado pelo genotipo do porta-enxerto,
sobretudo em condicdes de salinidade.

Em relagdo ao sistema antioxidante, quando a reducdo na fotossintese causada
pela salinidade ¢ maior que o aumento da redugdo do PSII, os elétrons que deveriam se
usados para assimilagdo do carbono, circulam para as moléculas de oxigénio, resultando
em um aumento excessivo de EROs, podendo causar o estresse oxidativo, que ¢ outro
dano comum nessas condi¢des (ASADA, 2006; HE et al., 2009). A eliminacao desses
EROs ocorre a partir da ativagdo do sistema antioxidante, composto por fatores
enzimaticos e ndo enzimaticos. O aumento na atividade de enzimas antioxidantes, como

SOD, APX e POX sob condi¢des de estresse ¢ correlacionado com a tolerancia ao
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estresse, porém as enzimas antioxidantes respondem de forma diferente em condigdes
salinas (OZDEN et al., 2009).

Nesse estudo, o NaCl induziu a atividade das enzimas SOD e APX nas
combinagdes Vitoria/IAC 572, Vitoria/SO4 e Vitoria/Paulsen (figura 6), esse resultado
foi visto também em tomate (HE, et al 2009) e melao (SARABI et al., 2017),
submetidos a salinidade. A SOD ¢ a primeira linha de defesa no sistema enzimatico, que
catalisa a dismutacdo do radical superoxido produzido nos cloroplastos, transformando-
o em H,O, (ALSCHER et al., 2002, HAMEED et al., 2011). Esse H,0O, ¢ reduzido em
H,O e O, pela atividade da APX nos outros compartimentos celulares, essa enzima
também estd envolvida no ciclo ascorbato-glutationa e, juntamente com as outras
enzimas envolvidas nesse processo, como a DHAR e GR, podem ter contribuido para
maiores niveis de ASA e GSH, exceto na combinagdo Vitoria/SO4, que foi a tnica que
teve o contetido de ASA e GSH reduzido.

A combinagdo Vitoria/IAC 313 apresentou uma resposta inversa das outras
combinagdes na atividade das enzimas SOD e APX, apesar de ndo apresentar dano
visivel na planta com a aplicagdo do tratamento salino, foi a unica combinagdo que
apresentou a atividade de tais enzimas reduzida. Entretanto, a atividade da APX mesmo
reduzindo com o aumento da salinidade, manteve uma atividade superior as demais
combinagdes. Nessa combinacdo a prote¢do oxidativa pode ter ocorrido de forma direta
ou indiretamente a partir da regeneracdo de ASA e GHS, que sdo os dois principais
antioxidantes ndo enzimaticos.

Como conclusao, esses resultados sugerem que o uso de porta-enxerto tolerante
pode conferir uma melhor aclimatacdo a salinidade, indicando os genotipos IAC 313 e
IAC 572 como uma boa escolha para ambientes com salinidade a niveis proximos de 80
mM. A tolerincia para esses porta-enxertos (IAC 313 e IAC 572) esté relacionada com
a capacidade de exclusido de Na™ e com a reten¢iio de K" no mesofilo foliar, permitindo
uma melhor homeostase do K'/Na" sob salinidade. Essas caracteristicas foram mantidas
em plantas enxertadas com a variedade Vitoria, resultando numa melhor eficiéncia
fotossintética e demonstrando que o uso desse porta-enxertos representa uma ferramenta

viavel para a produgdo de plantas enxertadas de videira mais resistentes a salinidade.
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