Il SNEEEITO DO PORTA-ENXERTO SOBRE A EFICIECIA FOTOSSINTETICA E
“PROTECAO OXIDATIVA EM MUDAS DE VIDEIRA SUBMETIDAS A
SALINIDADE

EFFECT OF ROOTSTOCK ON THE PHOTOSYNTHETIC EFFICIENCY AND
OXIDATIVE PROTECTION IN VINE SEEDLINGS SUBJECTED TO SALINITY

Ramalho, TL; Amorim, TL; Barroso Neto, J; Herminio, PJ; Ferreira-Silva, SL
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de Serra Talhada, P6s-Graduagao em Produgao
Vegetal, CEP 56.909-535, Serra Talhada/PE. Brasil._agr.thaisramalho@gmail.com; tiallaamorim@hotmail.com;

barroso.neto@hotmail.com pedro.herminio@ufrpe.br; sergio.luiz@ufrpe.br

Resumo: O uso de porta-enxertos tolerantes poderia ser uma alternativa para evitar ou reduzir
a perda na produtividade e amenizar o efeito negativo do estresse salino. Com isso, o objetivo
do trabalho foi avaliar o papel do porta-enxerto na eficiéncia fotossintética e protecao
oxidativa em mudas de videiras enxertadas expostas a salinidade. Foram utilizadas mudas
enxertadas da variedade BRS Vitdria sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572, SO4 e
Paulsen, sendo o experimento realizado em condigcdes de casa de vegetacdao. Apds 30 dias de
crescidas as plantas foram submetidas a concentracées crescentes de NaCl (0, 40 e 80 mM)
durante 15 dias. Foram realizadas curvas dos parametros de trocas gasosas em resposta a
crescentes luminosidades, além da mensuracao das atividades das enzimas SOD, APX e POX.
O sal reduziu a fotossintese de todos as combinagOes de enxerto/porta-enxerto, sendo a
Vit/Paulsen mais sensivel as maiores concentracoes salinas, e a Vit/IAC 313 a mais tolerante.
A atividade da SOD e da APX para os porta-enxertos aumentou de acordo com o incremento
de NaCl, exceto para o porta-enxerto IAC 313 que apresentou diminuicao da SOD e da APX,
podendo sugerir uma relacao entre ambas, ja que a SOD catalisa a dismutacao do O, em O, e
H,0,. J& a atividade da POX para todos os porta-enxertos foi maior de acordo com o
incremento de NaCl.
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Introducado: A salinidade esta entre os estresses abioticos mais relevantes que limitam a
producdo agricola mundial (MANTRI et al., 2012). Seus efeitos nas plantas podem causar um
desbalanco nutricional e diversas alteracdes moleculares, bioquimicas, fisiologicas e
morfolégicas (ELLOUZI et al., 2014). Entre os diversos parametros afetados, um dos
primeiros a responderem aos efeitos do estresse por sais sao os fisiolégicos, como a reducao
na condutancia estomatica e fotossintese (MEGGIO et al., 2014, PENELLA et al., 2016).
Associado a esses disturbios, o estresse salino pode levar ao aumento de producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), produzidas nos processos de fotossintese, fotorrespiracdo e
respiracao, o que pode desencadear o estresse oxidativo (PENELLA et al.,, 2016). As
principais EROs sdo o radical super6xido (O;7), radical hidroxila (OH"), peréxido de
hidrogénio (H>O,) e oxigénio singleto (‘O,) (DAS & ROYCHOUDHURY, 2014). Essas, se
produzidas em grandes quantidades, podem afetar as células acarretando danos as membranas
celulares (peroxidacdo de lipidios), oxidacdo de proteinas, danos ao DNA e RNA, e, por fim,
até a morte celular (SHARMA et al.,, 2012). No entanto, as plantas ativam mecanismos
antioxidantes que auxiliam na diminuicdao dos danos impulsionados pelo estresse oxidativo,
que compreendem aos componentes enzimaticos e ndo enzimaticos (DAS &
ROYCHOUDHURY, 2014). Dos componentes enzimaticos temos a superoxido dismutase
(SOD), peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidase de fenéis (POX) (WHITACRE, 2016).
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- nxertos combinados com um porta-enxerto capaz de atenuar o efeito negag ’
1] 5|Nwm§LLA et al., 2017). O porta-enxerto pode influenciar na expressdo génica, controlando
“eintodiversas respostas metabdlicas, e com isso, levanta-se a hipotese de que o uso de porta-
enxertos tolerantes ao estresse salino aumenta a aclimatacdo das variedades sensiveis a
salinidade. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o papel do porta-enxerto na
eficiéncia fotossintética e protecdo oxidativa em mudas de videiras enxertadas expostas a
salinidade.

Metodologia: As mudas enxertadas, pela técnica da borbulhia, da variedade BRS Vitdria
sobre os porta-enxertos SO4, Paulsen, IAC 572 e IAC 313 (combinacdes de enxerto/porta-
enxertos; Vitoria/SO4, Vitoria/Paulsen, Vitoria/IAC 572 e Vitoria/IAC 313) em estagio de 8-
10 folhas maduras, foram crescidas em vasos de 5 litros contendo areia e vermiculita (v/v) e
irrigadas a cada dois dias com solucdo nutritiva com forca total de acordo com
recomendacdes de Hoagland e Arnon (1950). O experimento foi conduzido em condicdes de
casa de vegetacao, localizada nas dependéncias da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Unidade Académica de Serra Talhada, PE. Apds 30 dias de crescidas, as plantas
foram submetidas a concentracdes crescentes de NaCl (0, 40 e 80 mM) durante 15 dias. Ao
final do ensaio, foram realizadas curvas dos parametros de trocas gasosas em resposta ao
aumento da densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF), utilizando um sistema
portatil de andlise de gas infravermelho — IRGA (modelo LI-6400XT, LI-COR, EUA)
acoplado com um fluorémetro. Os parametros de trocas gasosas de assimilagao de CO; (Py),
condutancia estomatica (gs) e concentracao intercelular de CO, (C;) foram mensurados em
resposta ao incremento da intensidade de luz, variando de 0 a 2000 pmol m™? s™. A partir
desses parametros foi estimada a eficiéncia de carboxilacdo instantanea pela relacao P,/C..
Durante as leituras foram fixados na camara de leitura a concentracao de CO, de 380 pmol m’
? 51, temperatura de 28 °C, e luz azul mantida a 10% para maximizar a abertura estomatica. A
extracdo de proteina das folhas foi realizada conforme Zimmermam et al. (2006), com
modificacdes. Amostras de folhas liofilizadas (50 mg) foram maceradas em almofariz na
presenca de N, liquido, seguido da extragdo em tampao fosfato de potassio 100 mM pH 7,5,
contendo alguns aditivos a depender do ensaio enzimatico a ser realizado, como o acido
etilenodiamino tetra-acético - EDTA 1 mM, diclorodifeniltricloroetano - DDT 5 mM,
polivinilpirrolidona - PVPP 1% e polietilenoglicol - PEG 2%. O extrato foi centrifugado a
14.000 g em temperatura de 4 °C durante 30 min. As atividades enzimaticas de superoxido
dismutase (SOD), peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase de fendis (POX) foram
determinadas conforme Gianopolitis e Ries (1977), Nakano e Asada (1981), e Kar e Mishra
(1976), respectivamente. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias,
quando diferentes, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o auxilio da
ferramenta R (R Development Core Team - 2010).

Resultados e Discussao: As curvas de P, em resposta as crescentes luminosidades nas plantas
de controle (0 de NaCl) em todas as combinagdes apresentaram pontos de saturacdo de luz
préximos a 1000 pmol m?s™, com taxas maximas de assimilacio de CO, para as
combinagdes Vit/IAC 313, Vit/IAC 572, Vit/SO4 e Vit/Paulsen de 12,27; 11,45; 11,70 e
15,25 pmol m™ s !, respectivamente (Figura 1B). Ao serem tratadas com NaCl a 80 mM, o

ponto de saturagdio de luz foi de aproximadamente 700 a 800 pmol m*s™ e as

taxas maximas de assimilacao de CO, diminuiram para 6,88 (Vit/IAC 313), 6,47 (Vit/IAC
572), 5,21 (Vit/SO4) e 4,97 (Vit/Paulsen). Essas respostas indicam que a
combinacdo Vit/Paulsen é a mais eficiente sob alta luminosidade e condi¢des normais, porém
na presenca de NaCl a 80 mM sofre uma maior reducao no desempenho fotossintético, de

uase 68%. A combinagdo que mostrou uma melhor eficiéncia nessa condicao foi a Vit/IAC
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313, que teve uma redugdo de 45%. Nas plantas de controle (auséncia de N
Nicamditancia estomatica (g) aumentou de forma continua em resposta a crescente luz e a

“Sentocornibifiacdo que apresentou o maior aumento foi a Vit/Paulsen. Enquanto que em plantas

submetidas ao tratamento salino a condutincia estomadtica parece ndo responder tanto as
crescentes luminosidades, pois apesar da abertura estomatica ser estimulada, foi realizada
numa proporcao bem inferior do que as plantas de controle (Figura 1C). Nas combinagoes
Vit/IAC 313, Vit/IAC 572, Vit/SO4, os tratamentos de NaCl a 80 mM apresentaram uma
reducdo na g, de aproximadamente 3 vezes menos que 0s seus respectivos controles. Na
Vit/Paulsen essa reducdo foi ainda maior que nas demais combinagdes. A concentragao
intercelular de CO, diminuiu em todas as combinacdes e para todos os niveis de NaCl no
intervalo de luz entre 0 a 200 pmol m™? s, a partir disso as plantas mantiveram-se estaveis,
sendo as plantas de controle sempre com maiores valores do que as que receberam o
tratamento salino (Figura 1A). 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 concentracao intercelular de CO,, juntamente com a
Vit/IAC 313. O aumento da luz aumentou a eficiéncia de carboxilagcdo instantanea, com um
ponto de saturagdo em torno de 700 a 800 pmol m™ s™. Em plantas cultivadas na auséncia do
NaCl, a eficiéncia de carboxilacdo (Figura 1D) foi evidentemente maior que as plantas
estressadas, tendo a Vit/Paulsen o melhor desempenho. Com a aplicacdo do tratamento salino,
a combinagdo Vit/IAC 313 mostrou-se mais eficiente, em relacdo a demais, sendo a eficiéncia
da Vit/ Paulsen reduzida em 59,69% quando comparada ao controle.
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Figura 1. Concentracao intercelular de CO, (A), assimilacdo liquida de CO, (B), condutancia
estomatica (C) e eficiéncia de carboxilagdo instantdnea (E) em resposta ao aumento da
densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (pmol fotons m™ s') em mudas enxertadas de
videira BRS Vitdria sobre os porta-enxertos IAC 313, IAC 572, SO4 e Paulsen, submetidos a
concentracoes crescentes de NaCl (0, 40 e 80 mM) durante 15 dias, em condic¢Ges de casa de
vegetacao.
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“entoPaulsén apresentaram um aumento, o que pode estar relacionado com o aumento de O,

nestas ultimas provocado pela adi¢do de sais (SILVA et al., 2017). A enzima peroxidase de
ascorbato (APX) é um componente relevante do sistema antioxidante, o qual catalisa a
transformacao de H,O, em H,O e O, (DEUNER et al., 2008). Para IAC 313 a atividade da
APX também regrediu com o aumento da salinidade (Figura 2B), podendo sugerir uma
relacdo com a atividade da SOD, pois o produto da dismutacdo de O,", o H,O, foi menos
gerado. Para IAC 572 e SO4 a atividade da APX teve um incremento a medida que salinidade
aumentava (Figura 2B), o que pode estar relacionado com o alto acimulo de H,0O, intercelular
por efeito de estresse salino. Apenas a Paulsen que na concentracao de NaCl 40 mM
apresentou maior nivel de atividade (Figura 2B), entretanto ndo sendo significativo (p<0,05).
A peroxidase de fenois (POX) catalisa reacdes oxidativas utilizando per6xido como substrato,
podendo também em certas situacOes, utilizar o oxigénio como um aceptor de hidrogénio
(FREITAS et al., 2008). A atividade da POX para todos os porta-enxertos aumentou de
acordo com o incremento de NaCl (Figura 2C), no entanto SO4 e Paulsen apresentaram
maiores niveis da atividade de POX em concentragdes 40 mM (Figura 2C) diferindo
significativamente entre os niveis de salinidade e entre as combinagdes (p<0,05). Esse
aumento indica maior eliminacao de H,O. que foi gerado ao longo do estresse por salinidade
(KHAN & PANDA, 2008).
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Figura 2. Atividade das enzimas dismutase do superoxido (A), peroxidase do
ascorbato (B) e peroxidase de fendis (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 concentragoes crescentes de NaCl (0, 40 e 80 mM) durante 15
dias, em condicOes de casa de vegetacdo. Os valores sdo médias de trés repeti¢coes + desvio
padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas entre as combinagées no mesmo
nivel de salinidade e maiusculas entre as concentracoes salinas dentro de cada cultivar ndo sao
significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

Conclusao: A combinagdo Vit/Pausen apresentou uma maior Pn associada a melhor abertura
estomatica e eficiéncia de carboxilacdo quando cultivada na auséncia de salinidade, indicando
efeito do tipo de porta-enxerto (Pausen) na eficiéncia fotossintética. A salinidade reduziu a Pn
nas trés combinagdes de enxerto/porta-enxerto, porém com menor intensidade na combinacao
Vit/IAC 313 o que indica o efeito desse porta-enxerto (IAC 313) na melhoria da Pn nas
mudas sob salinidade. A atividade das enzimas SOD e APX foi reduzida pela salinidade nas
folhas das mudas com porta-enxertos IAC 313, porém foi induzida nas demais combinacoes,
enquanto a atividade da POD foi estimulada em todas combinacées pela salinidade. Os dados
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