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Inducéo de tolerancia ao estresse salino em mudas de cana-de-agucar preé-

condicionadas com acido salicilico.

RESUMO: Dentre todas as condi¢cdes ambientais adversas as quais as plantas sao
submetidas, a salinidade estd entre as principais, pois provoca uma reducdo no
rendimento das culturas. Diante desse fato, se faz necesséario criar métodos que
favorecam a adaptacdo das plantas frente a estas condi¢cdes, uma delas é a
aplicacdo de tratamentos de pré-condicionamento (priming) antes de sujeita-las a
ambientes desfavoraveis. O objetivo do presente trabalho foi promover a tolerancia
ao estresse salino em mudas pré-brotadas de cana-de-acUcar da variedade Ridesa
(RB92579), usando aplicagéo do acido salicilico (AS) como priming. O delineamento
experimental adotado foi o DIC (Delineamento Inteiramente Casualizado),
perfazendo um esquema fatorial de 3 x 3, correspondendo a trés niveis de priming:
Omg L™ ,150mg L™ e 300 mg L™ e trés niveis de concentracdes salinas (0 mM, 25
mM e 50 mM de NaCl), onde cada tratamento foi constituido por seis repeticdes. Foi
aplicado (Gnica aplicacdo) nas plantas, através de pulverizacdo, AS seguindo 0s
tratamentos supracitados e posteriormente, ap0s quinze dias as plantas receberam
os tratamentos com NaCl. A cada 10 dias durante 40 dias foram mensurados dados
biométricos como: altura das plantas (ALT), biomassa fresca (BFA) e seca (BSA) da
parte aérea e biomassa fresca radicular (BFR) e seca (BSR). Também foram
determinados os teores de clorofila a, b, totais, carotenoides e malondealdeido
(MDA). O estresse salino promoveu reducbes da ALT, BFA, BSA, porém nao
alteraram a BSR, tdo pouco os pigmentos fotossintéticos. O priming promoveu
reducdes nos parametros biométricos e aumento de clorofila b a 300mg L™ de AS.
As plantas ndo submetidas aos tratamentos salinos, mas que receberam 150mg L™
de AS reduziram a BFR. A aplicacdo do priming proporcionou reducdes da
peroxidacéo lipidica (MDA) e o teor de H,O, agiu com um sinalizador de ROS. A
aplicacdo do NaCl na variedade RB92579 de cana-de-aclcar ndo promoveu
estresse oxidativo nas plantas, como consequéncia do estresse salino,
possivelmente esse comportamento pode estar associado a concentracdo baixa de
NaCl aplicada para a variedade, impossibilitando verificar de forma efetiva a
aplicacdo do acido salicilico como priming.

Palavras-chaves: Saccharum spp.; Estresse oxidativo; Bioquimica; MDA;

Rustificacao.



Induction of tolerance to saline stress in sugarcane seedlings pre-conditioned
with salicylic acid.

ABSTRACT: Among all the adverse environmental conditions to which the plants are
submitted, the salinity is among the main ones, as it causes a reduction in the yield of
the crops. In view of this fact, it is necessary to create methods that favor the
adaptation of plants to these conditions, one of them is the application of priming
treatments before subjecting them to unfavorable environments. The objective of the
present work was to promote tolerance to saline stress in pre-sprouted sugarcane
seedlings of the Ridesa variety (RB92579), using salicylic acid (AS) as priming. The
experimental design was DIC (completely randomized delimitation), with a factorial
scheme of 3 x 3, corresponding to three levels of priming: Omg L™, 150mg L™ and
300mg L™ and three levels of saline concentrations (0 mM, 25 mM and 50 mM NacCl),
where each treatment consisted of six replicates. It was applied (single application) in
the plants by spraying, AS following the above treatments and after, after fifteen days
the plants received the treatments with NaCl. Biometric data, such as: plant height
(ALT), fresh biomass (BFA) and dry matter (BSA) and fresh radicular (BFR) and dry
biomass (BSR) were measured every 10 days for 40 days. The levels of chlorophyll
a, b, total, carotenoids and malondealdehyde (MDA) were also determined. Saline
stress promoted reductions of ALT, BFA, BSA, but did not alter BSR, nor did the
photosynthetic pigments. Priming promoted reductions in biometric parameters and
increase of chlorophyll b at 300mg L AS. Plants not submitted to salinity but
receiving 150 mg L™* of AS reduced BFR. The application of priming provided
reductions in lipid peroxidation (MDA) and the H,0O, content acted with a ROS
indication. The application of NaCl in the variety RB92579 of sugarcane did not
promote oxidative stress in the plants, as a consequence of the salt stress, possibly
this behavior may be associated with the low concentration of NaCl applied to the
variety, making it impossible to verify effectively the application of salicylic acid as

priming.

Keywords: Saccharum spp .; Oxidative stress; Biochemistry; MDA; Rustification.



1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1. Cana-de-aclUcar (Saccharum spp.): Caracteristicas botanicas e

econbmicas.

A cana-de-acUcar pertence ao género Saccharum L., familia Poaceae,
fazendo parte de um conjunto de espécies de gramineas perenes altas, oriundas da
Asia Meridional. Essa graminea tem uma relevante importancia no agronegécio
brasileiro, ndo somente como o0 abastecedor da matéria-prima com grande
movimentacdo energética para producdo de biocombustiveis (etanol), mas também
pelos diversos produtos gerados do seu processamento da matéria-prima da cana-
de-acucar, como agucar, bagaco e energia elétrica (TROMBETA & CAIXETA FILHO,
2017).

A producédo de mudas de cana-de-agUcar através de propagacao vegetativa
possibilita consideraveis taxas de multiplicacéo. Visando proporcionar uma producao
rapida de mudas, promover um alto padréao de fitossanidade, vigor, uniformidade de
plantio, contribuindo para o aumento dos rendimentos econémicos nos canaviais, 0
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) desenvolveu o sistema de mudas pré-
brotadas (MPB). Segundo essa técnica, os colmos de cana-de-acgUcar sédo coletados,
cortados e submetidos a cuidados fitossanitarios com fungicidas, obtendo-se as
gemas individualizadas, chamadas rebolos, medindo aproximadamente 3 cm de
diametro. Apos todo o processo, as plantas estardo prontas para serem levadas ao
campo (LANDELL et al., 2012).

Apesar dos esforcos para criacdo de métodos que possibilitam altos padrdes
de qualidade das vias de propagacao vegetativa como o sistema MPB, idealizado
pela IAC, a Companhia Nacional de Abastecimento rela previsdes de sucessivas
baixas ao longo das safras para a cana-de-aclucar. Em éareas de colheita, os
nameros apontam para perda de 3,4%, considerando a safra de 2016 (CONAB,
2017). E esperado que na safra 2017/18 que haja reducdo de 3,3% em relacdo a
safra anterior. O primeiro levantamento estimado para producdo da cana-de-acucar
em 2018 (safra 2018/19) leva em consideragdo aspectos como extensdo da area de
expansdo, zona de producdo, produtividade, plantio, desenvolvimento da planta
tendo como principal produto final a producéo de acucar e a producdo de etanol. A
previsdo é decréscimo de 3,6% na producado de acucar e 2,3% no etanol hidratado,
em comparacao com a safra de 2017 (CONAB, 2018).



A zona da mata da regido nordeste do Brasil, demonstra condi¢bes
edafocliméticas Otimas para os canaviais, contudo devido a importancia econémica
da cana-de-aclcar, se faz necessario a ampliacdo do seu cultivo para areas
semiaridas (OLIVEIRA & BRAGA, 2011). A regido semiarida brasileira é
caracterizada por solos rasos, (OLIVEIRA, 2015), pela abundancia de sais nos solos,
irregulares chuvas, caréncia de drenagens, alta exploracdo dos patrimdnios naturais,
usos impréprios de agua de irrigacéo e de areas de manejos. Essas particularidades
ocasionam obstaculos para a expansdo de muitas culturas, causando dispéndios

sociais, ambientais e politica econémica (BARRETO et al., 2016).

Sendo as constantes contencdes no desenvolvimento vegetativo e colheitas
de cana-de-acgucar atribuidas aos irregulares periodos de estiagens e altas
temperaturas, ocasionando em solos salinizados, caracteristica das regides
semiaridas, nasce a necessidade desenvolver métodos que possam garantir a
sobrevivéncia das plantas, bem como a qualidade da producdo, mesmo em areas
improprias para o cultivo de culturas sensiveis a estresses abioticos. Ampliacdo do
manejo da cana-de-acUcar para o semiarido podera possibilitar para as futuras
safras a recuperacdo dos valores perdidos nos anos anteriores da regido nordeste,
algo esperado pela CONAB (CONAB, 2018). Aléem disso, podera cooperar com a
economia de insumos, agua e consequentemente rentabilidade a nivel regional e
nacional, ja que a producédo de etanol (biocombustivel) visa substituir a gasolina
(combustivel fossil) favorecendo a sustentabilidade (LEITE & LEAL, 2007).

1.2. Salinidade e estratégias de tolerancia das plantas

Solos salinos, halomorficos ou soédicos podem se originar basicamente de
duas formas: antropogénica ou natural (geoldgica). A antropogénica consiste na
exploracéo de areas agricolas, uso inadequado de agua de irrigacdo (RENGASAMY,
2010) ou ainda a irrigacdo com agua de baixa qualidade. Tendo como resultado o
acumulo de sais soluveis, sodio trocavel, ou ambos, em horizontes ou camadas
superficiais. A geoldgica diz respeito a degradacéo fisica, quimica e biolégica das
rochas ou a ma distribuicdo das chuvas. (RIBEIRO et al., 2003). A causa comum do
processo de salinizagdo dos solos na regido nordeste do Brasil € descrita por como
resultado dos minerais e rochas primarios que foram levados pelas aguas e

armazenados nos solos e a medida que havia evapotranspiracdo, ou consumo da



agua pelas plantas, os sais solUveis se acumulavam e assim era originado o
processo de salinizagéo dos solos (DAKER, 1988 e WANDERLEY, 2009).

As plantas necessitam absorver agua do solo para realizar seus processos
vitais, para isso, as mesmas obedecem a um potencial. O potencial da agua se
sujeita a concentracdo do soluto (potencial osmotico — Ws), a presséo hidrostética
(Wp) e a gravidade (W) — Who = Ws+ Wy + Wy Ou seja, 0s vegetais conseguem
absorver agua quando o potencial hidrico das células, nos tecidos radiculares, for
menor que o potencial hidrico do solo, pois por osmose a agua vai do meio mais
concentrado para 0 menos concentrado. Porém a presenca de sais sollveis no solo
tende a aumentar a forca de retencdo da dgua em funcédo do seu efeito osmatico e
isso pode causar déficit hidrico na planta. Significa dizer que a disponibilidade de
agua para a planta reduz a medida que a salinidade aumenta (DIAS & BLANCO,
2010). Pode-se estimar o potencial osmético de um solo quanto a condutividade
elétrica (CE). Ayers & Westcot (1999) descrevem que a restricdo de agua € baixa ou
nula quando o CE < 0,7 dS m™, moderado quando 0,7 dS m* < CE <3,0dS m’e

severa quando o CE >3,0dS m™.

Contudo existem plantas que possuem a estratégias para manter a
homeostase, ainda que o potencial da agua do solo esteja baixo, (EPSTEIN &
BLOOM, 2006), essas sao chamadas de haldfitas. As mesmas armazenam no
vacuolo das suas células foliares os ions salinos embebidos, de forma a néo

prejudicar a manutencédo dos seus processos metabdlicos (SILVA et al., 2000).

Porém também existem plantas sensiveis a salinidade, no caso da cultura de
cana-de-acUucar, moderadamente sensivel a salinidade, pois ocorre reducédo de 50%
dos rendimentos em solos que possuem CEa proximos a 10 dS m™ (SANTANA et
al., 2007).

Para sobreviver lugares hostis, como solos salinos, as mesmas precisam
dispor de estratégias e isso significa modificacbes nos parametros fisiol6gicos e
bioquimicos, sendo essas respostas frequentemente relacionadas com as do déficit
hidrico. Pelo outro lado, a ndo adaptacdo a ambientes salinos significa toxicidade
especifica dos elementos quimicos em excesso, principalmente sédio, acarreta
comprometimento no crescimento vegetativo (MENDES et al., 2011) e atenuacao da
biomassa e parte aérea, como demonstrado por Willadino et al. (2011), trabalhando

com salinidade em variedades de cana-de-agucar.
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Silva et al. (2014) utilizando como material vegetal a cana-de-acucar,
observou uma reducao de 37% no teor de clorofila a e 34% em clorofila b da cultivar
RB835054, submetida a estresse hidrico. O estresse hidrico pode estar atrelado ao
estresse salino, pois esse Ultimo por ocasionar 0 acumulo de sais,
consequentemente limita a disponibilidade hidrica, e pode provocar um declinio
progressivo do teor de pigmentos nas folhas, assim como comprometimento da sua
eficiéncia fotossintética, situacdo relacionada ao declinio da produtividade agricola
da cultura (SILVA et al., 2014).

Umas dessas estratégias de protecdo da planta € a criacdo de vias
metabdlicas secundarias, e neste caso ocorrera a expressao de genes associados a
defesa, frente ao estresse imposto (SOARES & MACHADO, 2007). Essa mesma via
de protecao forma as espécies reativas de oxigénio (EROS), principalmente do anion
superoxido (Oy) e peroxido de hidrogénio (H,O,) (HU et al., 2009). As EROS séo
formadas nos cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos ou em qualquer ambiente
celular que tenha possibilidade redox o bastante para excitar ou doar um elétron ao
oxigénio. Estudos recentes indicam que as EROS contribuem para a regulacdo do
desenvolvimento, diferenciacdo, balanco redox, sinalizacdo bioquimica contra

estresses bidticos e abidticos e apoptose (MITTLER, 2017)

Contudo o acumulo de EROS pode acarretar estresse oxidativo, tem efeitos
deletérios nas biomoléculas (GILL & TUTEJA, 2010), dentre outras consequéncias
pode provocar acréscimo na peroxidacao lipidica. O aumento da peroxidacao lipidica
€ percebido pelo incremento no teor de malondialdeido (MDA), sendo ja relatado em
variedades de cana-de-acucar submetidas a estresse salino (MELO, 2016 e MURAD
et al., 2014). Pois o incremento dos teores de MDA ¢é registrado em funcdo dos
danos causados nas membranas celulares devido ao estresse nas plantas (MURAD
et al., 2014).

Diante da importancia sécio-econémica da cana-de-acUcar e por ser
considerada uma cultura glicofita, ou seja, uma planta moderadamente sensivel a
salinidade, sendo inevitdvel consequéncia do excesso de sais soluveis, soédio
trocavel ou ambos, em horizontes ou camadas superficiais, tem como produto final
diminuicdo da capacidade vegetativa, reducdo da produtividade e prejuizos
socioeconémicos (MUNNS & TESTER, 2008 e WILLADINO & CAMARA, 2010). Por
isso é importante a busca por métodos que proporcionem a maior tolerancia dessas

plantas aos solos salinos.
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1.3. Pré-Condicionamento (priming)

O método de pré-condicionamento (ou priming) consiste na exposicdo de
plantas jovens a condi¢des leves ou moderadas de estresses, objetivando induzir
uma maior tolerancia a exposi¢cdes secundérias de estresses biodticos e/ou abioticos.
Respostas a aplicacdo de priming diante de estresses abioticos nas plantas ja foi
comprovado em sementes (SZALAI et al., 2011 e DALLALI et al.,, 2012), em
plantulas (AFZAL et al.,, 2011; REHMAN et al., 2011), discos foliares (MUNIR &
AFTAB, 2009) e &pices caulinares in vitro (BIBALDI et al., 2012). Ou utilizando
métodos inovadores como os biorreatores de imersdo tempordria, neste caso o
priming agiu como indutor ou sinalizador de tolerancia ao estresse salino promovido
na variedade RB98710 de cana-de-acucar (MELO et al., 2014).

A acéo benéfica de um agente priming como o acido salicilico (AS) se mostra
relevante, principalmente como um horménio vegetal que assiste as plantas contra
estresses abidticos, estimulando uma cascata de mecanismos bioquimicos e
fisiolégicos, conferindo uma tolerancia ao estresse (HORVATH et al., 2007). Os
experimentos de Janda e colaboradores (1999) com plantas jovens de milho (Zea
mays L.) onde o incremento de AS a solucdo de crescimento hidropdnico,
proporcionou resisténcia a efeitos abioticos, ou seja, o pré-condicionamento de
plantas de milho com AS permitiu induzir as plantas ativar uma “memodria ao
estresse” que elas foram submetidas quando ainda jovens através de acao de
enzimas antioxidantes, dando-lhes resisténcia aquele estresse. Alguns trabalhos nos
permitem perceber o efeito do AS ja em eventos iniciais, porém criticos (ANAYA et
al., 2015) como a germinacdo de sementes de fava (Vicia faba L.). Ainda que sob
condicbes de estresse, aplicacbes de AS forneceu resisténcia a salinidade,
demonstrada pelo aumento da taxa de germinacéo da fava, conforme acréscimo da
concentracdo de AS (ANAYA et al., 2015). A cultura de trigo (Triticum aestivum L.),
sendo também uma glicéfita, quando submetida a estresse abidtico pode ter seus
rendimentos comprometidos de 17 a 70% (NOURI-GANBALANI et al., 2009). Porém
experimentos realizados por Sedaghat et al. (2017) onde uso de AS em plantas de
trigo demonstraram bons resultados em fun¢do dos valores baixos de peroxidacao
lipidica, expressa através do conteudo de MDA, que nos células vegetais é
frequentemente empregado para mensurar a tolerancia da planta a estresses (SHI et
al., 2011). O trabalho realizado por Melo et al. (2014) utilizando a variedade

RB98710 de cana-de-acucar demonstrou que o efeito de priming, como agente
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indutor de tolerancia, promoveu respostas positivas frente a estresses abidticos.
Segundo Patade et al. (2009) tratamentos usando indutor de tolerancia pode o
crescimento das plantas, em condicbes salinas, resultando no incremento da
producdo de matéria seca e fresca. Estudos como esses provam que a exposi¢ao
prévia de diferentes culturas a um agente priming pode promover respostas de

tolerancia ao estresse.

2. INTRODUCAO

Devido a importdncia econbmica da cultura de cana-de-agucar,
principalmente no que diz respeito a producao de biocombustiveis como etanol que
visa substituir combustiveis fésseis como: gasolina, gas natural e carvdo mineral. A
cana é vista como uma alternativa para o uso de energia renovavel, contribuindo
para a reducdo de gases poluentes, buscando alternativas de sustentabilidade
(OLIVEIRA et al., 2016).

Em razéo de fornecer incremento no agronegacio, beneficiamento de cunho
social e ecoldgico, o interesse no cultivo da cana-de-aguUcar € crescente em
determinadas regifes do pais. Devido a esse interesse econdmico faz-se necessario
a expansdo do cultivo canavieiro para maiores extensbes do semi-arido
(WILLADINO et al, 2011). Entretanto a regido semi-arida apresenta periodos
instaveis de estiagens, além da topografia irregular e altas temperaturas,
ocasionando também em exacerbado acumulo de sais no solo, transformando-se
num ambiente hostil para as plantas moderadamente sensiveis a salinidade, como é
0 caso da cana-de-acucar, pois as mesmas possuem declinio no desenvolvimento a
medida que ha incremento da salinidade (SIMOES et al, 2016).

Devido a toxicidade especifica dos elementos quimicos em excesso,
causados pela salinizacdo dos solos (SILVA et al, 2010), caracteristica do semi-
arido brasileiro, ocorre nas plantas a reducdo de desenvolvimento, crescimento
(MITTLER et al., 2004), reducdes nos teores de pigmentos (SILVA et al., 2014),
efeitos ja documentado em culturas de cana-de-acucar (SILVA et al.,, 2014 e
WILLADINO et al., 2011), bem como aumento da peroxidacao lipidica também é
relatado em variedades de cana-de-agUcar sensiveis a salinidade (MELO, 2016 e
MURAD et al. 2014). Pois a grande concentracdo desses elementos téxicos tais

como Nat+ e Cl-, pode promover a formagdo de espécies reativas de oxigénio
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(EROS) que como consequéncia desencadeia estresse oxidativo, causando efeitos
deletérios nas plantas (GILL & TUTEJA, 2010).

A fim de neutralizar o efeito oxidativo das EROS, as plantas dispéem de um
sistema de defesa eficaz (WILLADINO & CAMARA, 2010 e DEWIR et al., 2006)
representado por um complexo enzimatico e metabdlitos antioxidantes. Quando a
planta em questdo é estimulada a formar EROS, dependendo da intensidade e
tempo de estimulo ao estresse, pode ser estimulado um mecanismo de “memoéria ao
estresse” e a planta, no momento em que for submetida a uma segunda exposicéo
ao agente estressor, através de mecanismos bioquimicos e fisiologicos tera
condicdes promover respostas posteriores de rustificacdo, esse processo €
conhecido como priming (KILIAN et al., 2012 e SANI et al., 2013). Respostas de
plantas a aplicacdo de priming diante de estresses abibticos sofridos pelas plantas ja
€ comprovado por diversos autores (DALLALI et al., 2012; AFZAL et al., 2011;
BIDABADI et al., 2012), inclusive como indutores ou sinalizadores de tolerancia ao
estresse para cana-de-acucar (DE MELO et al., 2014) colaborando para a tolerancia
a salinidade e promovendo manutencdo do crescimento de plantas de cana-de-
acucar (PATADE, KUMARI & AHMED, 2011). Diante da importancia
socioeconémica da cultura de cana-de-agucar (Saccharum spp L.), surge a
necessidade de expans&o do cultivo para a regido semi-arida (SIMOES et al, 2016).
Contudo, sendo a cana-de-agucar moderadamente sensivel a salinidade, é
necessario dispor de cultivares que tolerem as condicbes ambientais desfavoraveis,

contribuindo para o agronegécio sustentavel (MELO et al., 2016).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar os parametros
biométricos e bioquimicos apds do uso de um agente priming composto por acido
salicilico, avaliando os efeitos do pré-condicionamento sobre a inducéo de tolerancia

a salinidade em mudas pré-brotadas de cana-de-acucar da variedade RB92579.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo anexo do Laboratério de
Fisiologia e Cultivo in vitro de Plantas (LFC-PLANTA), pertencente ao Departamento
de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco, no municipio de Recife,

estado de Pernambuco.
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3.2. Preparo do material vegetal

Foram utilizados rebolos de mudas pré-brotadas (MPB) da variedade “RB”
(Republica Brasileira) RIDESA RB92579 de cana-de-acUcar (alta produtividade
agricola), provenientes da Estacdo Experimental de Cana-de-acucar (EECAC-
UFRPE) localizada na cidade de Carpina, estado de Pernambuco.

Inicialmente rebolos contendo uma gema, medindo aproximadamente quatro
centimetros, foram colocados em bandeja de aluminio com medidas de 1x1 metro,
contendo substrato constituido de torta de filtro e cinza. Os rebolos foram
distribuidos sobre o substrato, com as gemas voltadas para cima e sobre eles foi
adicionada mais uma camada do substrato.

Aos 43 dias apos brotacao, ocorreu o desbaste e as mudas foram transferidas
para sacos de polietileno contendo o substrato supracitado mais areia grossa

lavada, na proporcédo de 1:1.

3.3. Pré-condicionamento com acido salicilico e aplicacdo do estresse

salino

Utilizaram-se 54 mudas, com idade fenoldgica de 43 dias, para aplicacdo do
priming composto por acido salicilico (AS). As mudas foram separadas em trés
grupos de 18 mudas, cada grupo recebeu uma unica aplicacdo de priming, aplicado
via asperséao foliar (até o ponto de gotejamento), onde cada grupo foi separado de
acordo com as concentracdes de priming recebidas: 0 mg L™ (controle); 150 mg L™ e
300 mg L1. No 15° dia apoés a aplicacao do priming, cada grupo foi subdividido em
trés para aplicacdo das regas salinas, correspondendo as seguintes concentracdes
de NaCl dissolvidas em agua: 0 mM; 25 mM e 50 mM, perfazendo um delineamento
experimental totalmente casualizado (DIC) composto pelo esquema fatorial 3X3 (trés
niveis de AS (priming) e trés concentracdes de NaCl), totalizando 9 tratamentos,
com 6 repeticdes por tratamento. A rega salina foi realizada em dias alternados e
mantida por 40 dias, a irrigacéo foi aplicada mantendo-se a capacidade maxima de
retencdo de agua no recipiente. A cada 8 dias, durante 55 dias do experimento, as
plantas foram fertirrigadas com um terco da solucéo nutritiva Kristalon® e Calcinit®

(0,742g L™ e 0,84g L™ respectivamente).
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3.4. Avaliagdes biométricas

As varidveis mensuradas foram: altura das plantas (ALT), medidas em
centimetro por meio de fita métrica, biomassa fresca da parte aérea (BFA), biomassa
seca da parte aérea (BSA), biomassa fresca area radicular (BFR) e biomassa seca
da area radicular medidas em miligramas. As amostras de parte aérea e radiculares
foram secas em estufa de aeracdo forcada a temperatura de 70°C para
determinacao da matéria seca. A avaliacdo da biomassa foi realizada pelo calculo da
diferenca entre os pesos da biomassa fresca e seca, expresso em gramas.

3.5. Avalia¢6es bioquimicas

Os teores de pigmentos fotossintéticos referentes as clorofilas a, b, totais e
carotenoides foram determinados a partir da maceracao de 0,1 g de folhas frescas
em acetona (80%), completando-se o volume para 12,5 mL. O extrato obtido foi
filltrado em tela de nailon de malha fina e em seguida centrifugado por 5 minutos a
2.000 g. As leituras foram feitas em espectrofotometro e a determinacdo dos teores
de clorofila foi realizada a 645 e 663 nm (LICHTENTHALER, 1949), para
carotenoides as leituras foram feitas em 470 nm (LICHTENTHALER, 1987). Os

resultados foram determinados em mg.g™* MF (massa fresca).

3.6. Analises estatisticas

Os dados biométricos e bioquimicos obtidos foram submetidos a analise de
variancia pelo software estatistico ‘R’ e as médias foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade, utilizando-se o software estatistico Core Team
(2017).

4. RESULTADOS

4.1. Biometria e biomassa

Os parametros de altura (ALT), biomassa fresca (BFA) e seca de parte aérea
(BSA), apesar de ndo apresentar interacdo significativa entre os tratamentos com AS
e NaCl, observou-se que nos tratamentos com NaCl a biomassa da parte aérea foi
afetada em relacdo ao controle, enquanto que a altura (AL) da planta foi

comprometida na concentracao de 50 mM de NaCl (Figura 2).



Figura 1. Plantas de cana-de-acUcar (var. RB92579) submetidas a regas salinas durante 40 dias. (A)

plantas controles regas com 0 mM de NaCl, (B) plantas que receberam regas com 25 mM de NaCl e
(C) plantas que receberam regas com 50 mM de NaCl.
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Figura 2. Avaliacdo do crescimento das plantas de cana-de-acUcar (var. RB92579) submetidas ao
estresse salino durante 40 dias: (A) Altura das plantas; (B) biomassa fresca da parte aérea (BFA) e

(C) massa seca da parte aérea (BSA). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

Nos tratamentos com priming observou-se que 64% das plantas (33,06% na
concentracdo 150 mg L e 30,96% na concentracdo 300 mg L™ ) tiveram seu
crescimento comprometido pela concentragdo de priming composto por acido
salicilico, a medida que esse era incrementado, enquanto que a biomassa fresca e
seca da parte aérea apresentou uma reducdo apenas no tratamento com 150mg L
(Figura 2).
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Figura 3. Avaliacdo do crescimento das plantas de cana-de-acUcar (var. RB92579) submetidas ao
priming com &cido salicilico: (A) Altura da planta; (B) biomassa fresca da parte aérea (BFA) e (C)

biomassa seca da parte aérea (BSA). Médias seguidas de mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Nas plantas do controle salino (0 mM de NaCl), houve reducdo da biomassa

fresca da raiz (BFR) no nivel 150mg L™ de AS (priming), porém nos tratamentos com
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NaCl ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos com o priming (Figura
3).
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Figura 4. Biomassa fresca da raiz (BFR) das plantas de cana-de-agUcar (var. RB92579), submetidas
ao estresse salino durante 40 dias, apés a aplicacdo do priming (acido salicilico). Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade (mindsculas entre tratamentos

de priming do mesmo tratamento salino e mailsculas entre tratamentos de regas salinas).

4.2. Teores dos pigmentos (clorofila a, b, totais e carotenoides)

Os teores de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofila totais (Chl totais) e
os carotenoides (Car) das plantas que foram submetidas aos tratamentos salinos
nao apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos. Segundo os resultados
a aplicacdo do priming ndo promoveu influéncia nos teores de clorofila a, totais e
carotenoides, porém observou-se um aumento no teor de clorofila b (Figura 6B) em

plantas tratadas com 300mg L™ AS.
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Figura 5. Teores de pigmentos fotossintéticos e acessorios das plantas de cana-de-acUcar (var.
RB92579), submetidas ao estresse salino durante 40 dias: (A) Clorofila a; (B) Clorofila b; (C) Clorofila
totais e (D) Carotenoides. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de

probabilidade.
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Figura 6. Teores de pigmentos fotossintéticos e acessorios das plantas de cana-de-acUcar (var.

RB92579), resultantes da aplicagdo do priming com o acido salicilico (AS): (A) clorofila a (mg g - !

matéria fresca); (B) clorofila b (mg g ™ matéria fresca); (C) clorofila total (mg g ™ matéria fresca); e (D)
carotenoides (ug ml ™). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%

de probabilidade.

4.3. MDA e H,0;

As porcentagens representativas dos teores de peroxidacado lipidica (MDA)
nas plantas que receberam apenas a aplicacdo do priming (sem regas salinas) sao:
36,41%, 15,06% e 47,9% respectivamente referentes 0 mg L™, 150mg L™ e 300mg
L de AS, havendo uma reducédo dos teores de MDA nas plantas que receberam

150mg L™ (15,06%). Os demais tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si

(figura 7A).
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Quanto aos teores de peréxido de hidrogénio (H,0,) as plantas tratadas com
priming, na auséncia de NaCl demostram aumento. As plantas submetidas a 50 mM
de NaCl e tratadas com priming apresentam acréscimos no teores de H,O, para os
tratamentos de 150 e 300 mg L* de AS, representando 45,4% e 32,9%
respectivamente no nivel de indugéo ao estresse salino em questéo (figura 6B).
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Figura 7. (A) Teores de malondialdeido (MDA) e (B) teores de peréxido de hidrogénio (H,O,) das
plantas de cana-de-aguUcar (var. RB92579), submetidas ao estresse salino durante 40 dias, apos a
aplicacédo do priming (&cido salicilico). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade (minusculas entre tratamentos de priming do mesmo tratamento salino e

maiusculas entre tratamentos de regas salinas).

5. DISCUSSOES

Os resultados expressam reduc¢des nos parametros biométricos, quanto ao
crescimento e a biomassa com relagdo ao aumento dos niveis de salinidade na

variedade RB92579 de cana-de agucar. Trabalhos recentes corroboram com os
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resultados desse trabalho (OLIVEIRA et al., 2018; SOUSA et al., 2018; SILVA et al.,
2018), pois a irrigagdo com agua salinizada, reduz a altura e a biomassa das
plantas. No presente estudo o uso do &cido salicilico (AS) como indutor de priming
promoveu incremento da biomassa fresca e seca de parte aérea na concentracdo
mais alta de AS, atuando como indutor de crescimento. Diversos autores (ANAYA et
al., 2018 e JANDA et al., 1999) afirmam o efeito benéfico do AS como indutor de
tolerancia sob estresse abiético, no entanto no presente trabalho, o crescimento ndo
foi promovido pelo priming com relagdo a altura das plantas. Indicando que a
resposta fisioldgica das plantas com relagdo ao priming ira depender do tipo e da
concentracdo do indutor, do tempo de exposicado (SILVEIRA et al., 2000) e das
condicBes do ambiente.

Apoés o periodo de irrigacdo com solucéo salina, as plantas receberam rega
sem adicdo de NaCl durante 15 dias, quando necessario. Observou-se que 0S
tratamentos que receberam pulverizacdo de AS como priming, associados aos
tratamentos salinos apresentaram um incremento na biomassa fresca de parte aérea
(MFA). Esse resultado demonstra o efeito benéfico do AS como priming, que
segundo Neves et al. (2009) admitem que nessa fase de auséncia do NaCl as
plantas estdo em processo de superacao, demonstrando visivel recuperacdo dos

efeitos adversos da salinidade.

Em condi¢cBes hostis, como a salinizacdo dos solos, as plantas sensiveis
tendem a reduzir os teores clorofila (SILVA et al., 2010), pois a diminuicdo dos niveis
de clorofila é uma ferramenta de defesa por atenuar a captacdo de energia luminosa
reduzindo o fluxo de elétrons para a cadeia que os transporta, essa reducao é
diretamente proporcional ao decréscimo parcial do oxigénio que resulta na producéo
de EROS (BROSCHE et al., 2009). Entretanto, mesmo sob exposicdo em dias
alternados de regas salinas, durante 40 dias, as plantas ndo demostraram,
estatisticamente, reducbes nos teores de pigmentos. A ndo variacdo estatistica
sugere que grande parte da radiacdo talvez estivesse sendo aplicada na fase
fotoquimica, sem demonstrar efeito de estresse, demostrando carater de tolerancia a

inducao ao estresse salino.

Nas plantas que receberam apenas a aplicacdo do agente priming foi
observado aumento nos teores de clorofila b. Relevando que o tratamento de maior
nivel de AS contribuiu para a captacdo de energia luminosa e na sua transferéncia

para os centros de reagdo (STREIT et al.,, 2005). Resultados similares foram
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observados em morango (Fragaria spp. var. Milsei-Tudla), onde os autores admitem
gue o incremento no teor de clorofila fomenta em captacdo de energia luminosa
pelas plantas (TREVISANT et al., 2017).

A acdo benéfica do AS como agente atenuador do estresse abidtico € bem
descrita por diversos autores (KHAN et al., 2003, SINGH & USHA 2003, HORVATH
et al., 2007, JANDA et al., 1999). Entretanto nao foi observado efeito significativo
nos teores de MDA das plantas que receberam o priming com AS e posteriormente
submetidas as regas salinas. O MDA mensura os danos em nivel de membrana,
esses geralmente ocorrem como produto da peroxidacao de lipidios ocasionada pelo
excesso de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), em decorréncia de estresse
oxidativo submetido as plantas (HARRIR & MITLLER, 2009). Porém entre as plantas
do tratamento controle, o menor teor de MDA foi notado nas que foram submetidas
somente & aplicacdo de priming (concentracdo 150mg L™ AS). Dentre as plantas que
nao receberam regas salinas, as que foram submetidas ao priming composto por
150mg L AS, demostram médias de 15,06% de teores de peroxidacdo lipidica.
Neste sentido o priming da concentracdo supracitada demostra promover protecao
as plantas, como forma de evitar o dano oxidativo, mesmo havendo inexisténcia de
fatores estressante (regas salinas), que geralmente desencadeiam tais respostas
(SANI et al., 2013).

O peréxido de hidrogénio (H,0O,) apresentou maiores teores percentuais em
150 e 300 mg L™ de AS (priming), respectivamente 45,4% e 32,9% mais
especificamente no tratamento com 50 mM de NaCl, demonstrando a presenca de
ROS. Segundo Melo (2016) o H,0O, pode agir como sensor de alteracdes em nivel
de membrana plasmatica/parede celular. E a depender do acumulo, o H,O, em
concentracfes particulares, pode ajudar na rustificacdo das plantas, compreendendo
tolerancia a estresses bioticos e abioticos (BOWLER & FLUHR, 2000).

6. CONCLUSAO

A aplicacdo do NaCl na variedade RB92579 de cana-de-acucar n&o
promoveu estresse oxidativo nas plantas como consequéncia do estresse salino.
Possivelmente esse comportamento pode estar associado a concentracdo baixa de
NaCl aplicada para a variedade, impossibilitando verificar de forma efetiva a

aplicacéo do acido salicilico como priming.
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