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RESUMO

O estresse salino é um estresse abiotico que causa uma reducao de disponibilidade
de agua e excesso de sal nas plantas limitando a sustentabilidade da producéo das
culturas. O pré-condicionamento das plantas ao estresse, ou priming, € uma técnica
que proporciona uma protecao de baixo custo na ativacdo de defesa em condicbes
de estresse aumentando, consequentemente, 0 crescimento e produtividade das
culturas. O objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos do acido salicilico como
agente de priming nas concentracdes de 100, 200 e 300 mgL™ em mudas pré-
brotadas de cana-de-agucar, variedade RB 863129, submetida a diferentes
concentracbes de NaCl (25, 50 e 100 mM). As plantas que receberam o pré-
tratamento com 300 mgL™ de &cido salicilico quando submetidas as maiores
concentracdes salinas apresentaram maior area foliar, biomassa fresca e nimero de
folhas do que as plantas que ndo receberam priming. A enzima ascorbato
peroxidase (APX), pertencente ao sistema antioxidativo, apresentou um incremento
na sua atividade nas plantas pré-tratadas com 300 mgL™ de &cido salicilico quando
submetidas ao estresse salino mais severo. A enzima catalase (CAT) por sua vez,
nao apresentou um padrdo claro de comportamento. Esses resultados indicam a
eficiéncia do priming de maior concentracdo sobre o crescimento das mudas de
cana-de-agUcar e a importancia da atividade da APX como enzima do sistema
antioxidativo neste processo.

PALAVRAS-CHAVE: acido salicilico, enzimas do sistema antioxidativo, mudas pré-
brotadas, salinidade.
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INDUCTION OF TOLERANCE TO SALINE STRESS IN SUGAR CANE BY
PRIMING WITH SALICYLIC ACID

ABTRACT

Saline stress is an abiotic stress that causes a reduction of water availability and
excess salt in plants limiting the sustainability of crop production. The plant pre-
conditioning to stress, or priming, is a technique that provides a low-cost protection in
defense activation under stress conditions, thus increasing crop growth and
productivity. The objective of this research was to evaluate the effects of salicylic acid
as a priming agent at concentrations of 100, 200 and 300 mgL™ in pre-budded
sugarcane seedlings, variety RB 863129, submitted to different concentrations of
NaCl (25 , 50 and 100 mM). The plants that received the pretreatment with 300 mgL™
of salicylic acid when submitted to the highest saline concentrations had a larger leaf
area, fresh biomass and number of leaves than the plants that did not receive
priming. The enzyme ascorbate peroxidase (APX), belonging to the antioxidative
system, showed an increase in its activity in the plants pretreated with 300 mgL™ of
salicylic acid when subjected to the most severe salt stress. The enzyme catalase
(CAT), on the other hand, did not present a clear pattern of behavior. These results
indicate the efficiency of priming of the highest concentration on the growth of
sugarcane seedlings and the importance of APX activity as an enzyme of the
antioxidative system in this process.

KEYWORDS: enzymes of the antioxidative system, pre-budded seedlings, salicylic
acid, salinity.

INTRODUCAO

A salinidade é uma das mais importantes causas de estresse abibtico, que
gera prejuizos a atividade agricola. Estima-se que a salinidade afeta, em maior ou
menor grau, 20% do total da area cultivada e 33% das areas irrigadas no mundo. A
projecdo estimada € de que as areas salinas crescam 10% anualmente, por varias
razdes, incluindo irrigacdo com agua salina, baixas precipitacdes e praticas de
irrigacéo e drenagem mal conduzidas (SHRIVASTAVA; KUMAR, 2015).

Os efeitos mais marcantes da salinidade sobre as plantas séo alteracfes do
potencial osmatico, toxicidade idnica e desequilibrio na absor¢cdo dos nutrientes, o
que resulta na reducdo do crescimento (WILLADINO; CAMARA, 2010) e,
consequentemente, na diminuicdo da producgéo e rendimento das culturas.

Uma alternativa para que nédo ocorram perdas significativas na producao das
culturas é a aplicacdo de técnicas que favorecam a capacidade da planta de
enfrentamento ao estresse. Neste sentido, uma estratégia fisiologica que vem
promovendo resultados positivos é o pré-condicionamento das plantas ao estresse.
As plantas possuem a capacidade de criar uma “memoria do estresse” ou
“impressao do estresse” (“stress imprinting”) decorrente de uma primeira exposicao
ao agente estressante. Esta exposicdo prévia ao estresse potencializa os
mecanismos de defesa a eventos de estresse subsequentes (WILLADINO et al.,
2016). Esta condicéo fisioldgica ou sensibilizacdo da planta, que lhe habilita a uma
resposta mais rapida ou mais eficaz apdés uma primeira exposicdo ao estresse é
conhecida como “primed state”. Por sua vez, o pré-condicionamento ou o
endurecimento (“hardening”) da planta para o novo ciclo de estresse € conhecido
como “priming” (JISHA et al., 2014; LAFET; TRAN, 2016).

O processo de pré-condicionamento é conhecido e aplicado, sobretudo, em
sementes, ja ha algumas décadas. A compreensdo do mecanismo do priming,
entretanto, ocorreu apenas nos ultimos anos (MOLASSIOTIS et al.,, 2016). Séo
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varios os fatores que estdo envolvidos no processo de priming, dentre os quais se
destacam: o aciumulo de compostos de defesa inativados por conjugagéo, o acumulo
de proteinas reguladoras e, os mecanismos epigenéticos (JIMENEZ-ARIAS et al.,
2015). Esses mecanismos epigenéticos referem-se a modificagbes na estrutura da
cromatina, que incluem variagbes na composicdo e posicdo de nucleossomos,
modificacdes pds-transcricional das histonas, bem como alteracdo dos padrdes de
metilacdo do DNA, os quais se destacam por explicar o primed state de longo prazo
(CONRATH, 2011).

A técnica de pré-condicionamento é particularmente interessante para ser
aplicada a culturas que se desenvolvem em regides caracterizadas por ambientes
adversos como a regidao Nordeste do Brasil. Entre as culturas de interesse
econdmico no Nordeste destaca-se a cana-de-acucar (Saccharum spp). A cana-de-
acucar € uma glicéfita, com sensibilidade moderada ao estresse salino (WILLADINO;
CAMARA, 2010). A cultura vem se expandindo para a regido semiarida e vem sendo
exposta a condi¢cdes de estresse salino, 0 que nao se verifica nas Zonas da Mata e
Litoral, onde a cultura € ampla e tradicionalmente explorada.

Um sistema de producéo rapida de mudas de cana-de-acgucar foi desenvolvido
pelo IAC (Instituto Agrbnomo de Campinas), que forma as chamadas mudas pré-
brotadas (MPB). Esse sistema visa associar a producdo rapida de mudas, um
elevado padrdo fitossanitario, vigor e uniformidade de plantio. As mudas preé-
brotadas consistem de um rebolo de uma Unica gema, minirrebolo, que € colocado
para germinar em bandejas durante 7 a 10 dias. Em seguida, as mudas sao
aclimatadas em casa de vegetacdo durante 21 dias para entdo serem levadas para
0 campo. Em funcdo do pequeno porte e da uniformidade das mudas, estas se
constituem um material excelente para serem submetidas ao priming. Como ja
mencionado, 0s registros mais frequentes na literatura referentes a aplicacdo de
priming, para minimizar os efeitos de estresse, sdo com sementes (seed priming),
por ser um material facilmente manipulavel e por ser a germinacdo e os primeiros
estadios de desenvolvimento vegetativo os periodos mais sensiveis ao estresse
(IBRAHIM, 2016).

Muitos tipos de compostos organicos e inorganicos sao utilizados como agente
de priming contra uma gama de diferentes estresses abidticos (SAVVIDES et al.,
2016). Os agentes de priming podem ser indutores de estresse, como o NaCl e o
polietileno glicol (PEG), entre outros (ALOUI et al., 2014; PRADHAN et al., 2014),
bem como sinalizadores ou regularizadores dos efeitos do estresse como 6Oxido
nitrico (NO), peréxido de hidrogénio (H20,), poliaminas, acido salicilico (SA), entre
outros (MINOCHA et al., 2014; SAVVIDES et al. 2016; SHETIWY, et al., 2018).

O acido salicilico é conhecido como uma molécula sinalizadora que induz a
resposta defensiva da planta contra o estresse seja ele bidtico ou abidtico (LI et al.,
2017). O papel do acido salicilico no crescimento e produtividade das culturas se
deve a sua acdo mediadora em processos como fotossintese, regulagdo estomética,
absorcdo e transporte de nutrientes minerais (AMANY; IBRAHIM, 2015), além de
aumento da capacidade antioxidante das células reduzindo os danos causados
pelas espécies reativas de oxigénio (KHAN et al. 2015).

Diversos trabalhos evidenciam a efetividade do &cido salicilico em relagéo a
tolerancia das plantas ao estresse salino entre as quais podem ser citadas as
culturas do arroz (JINI et al. 2017), sorgo (NIMIR et al.,, 2015), trigo (AFZAL et
al.,2011) bem como a cana-de-acucar (FATEMEH et al., 2016). O presente trabalho
teve como objetivo determinar a eficiéncia da aplicacdo do priming em mudas preé-
brotadas de cana-de-acucar, submetidas a estresse salino.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), Campus de Recife a 8° 1’5" S, 34° 56’ 48" W e 6,5
m de altitude de acordo com o sistema SAD 69 (South American Datum). O
experimento foi conduzido no periodo de abril a julho de 2017. A temperatura oscilou
entre 23°C e 29°C e umidade relativa foi em torno de 80%.

A variedade de cana-de-agucar utilizada foi a RB 863129. Os rebolos, de uma
Unica gema foram cultivados em bandeja de aluminio medindo 1,0 m? com
profundidade de 8,0 cm, contendo uma mistura de areia e substrato comercial
Carolina Soil®, na proporcdo 1:3. Aos 30 dias, quando as mudas apresentavam,
aproximadamente, 20 cm de altura, foram transferidas para sacos de polietileno com
capacidade para 3,0 L, utilizando-se o mesmo substrato. Foram selecionadas 100
mudas para a aplicacdo do priming. Essas mudas receberam uma Unica aplicacao
de acido salicilico nas doses de 0, 100, 200 e 300 mgL,via aspersao foliar (até o
ponto de gotejamento).

A solucéo de &cido salicilico foram acrescentadas algumas gotas de Tween 80
(como espalhante adesivo), para quebra da tensao superficial da lamina foliar. Para
cada nivel de &cido salicilico foram utilizadas 25 plantas. Um tratamento controle,
também com 25 plantas, foi mantido sem a aplicacdo de priming. As plantas do
tratamento controle foram pulverizadas apenas com aguatTween 80. Durante o
cultivo as plantas foram irrigadas a cada dois dias com uma solugcdo nutritiva
composta por 0,7428 gL™ de Kristalon® e 0,84 gL de Calcinit®.

As regas foram realizadas até a capacidade maxima de retencdo de agua no
substrato. Apos 30 dias da aplicacdo do acido salicilico as plantas receberam a
solugéo salina de NaCl nas concentracdes de 25 mM, 50 mM e 100 mM e sem NaCl.
Foram utilizadas cinco plantas para cada concentracdo de NaCl. Foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado composto pelo esquema
fatorial 4x4 (quatro niveis de acido salicilico (priming) e quatro concentracdes de
NacCl), totalizando 16 tratamentos, com cinco repeti¢cdes por tratamento.

Foram avaliadas as seguintes variaveis biométricas: area foliar (AF), peso da
biomassa fresca da parte aérea (PF), altura da planta (AP) e numero de folhas (NF).
A area foliar foi calculada pelo método dos discos foliares: (PSsomha*Adiscos)/PSdiscos: O
PF foi determinado em balanca analitica de precisdo. A medida da AP foi feita com o
auxilio de uma régua milimetrada.

Foram realizadas medidas da atividade de enzimas do sistema antioxidativo, a
ascorbato peroxidase (APX) e a catalase (CAT). Essas analises foram realizadas de
acordo com a metodologia de Nakano e Asada (1981) e Berrs e Sizer (1952),
respectivamente. O extrato enzimatico foi preparado mediante a homogenizagcédo de
0,1 g de matéria fresca em 4,0 mL de tampéao de fosfato de sodio (pH 6,5) a 0,1 M e
0,05 g de polivinilpirrolidona. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%
(P<0,05) de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Todas as variaveis de crescimento apresentaram reducdo nos seus valores
em funcdo do aumento da salinidade nas plantas que ndo receberam priming
(controle). Quando considerado o maior nivel salino, 100 mM NacCl, foi observado
uma reducdo de 24,5% da area foliar (Figura 1), de 19,7% na altura da planta
(Figura 2), 14,1% no namero de folhas (Figura 3) e 26,9% na biomassa fresca da
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parte aérea (Figura 4). As variaveis mais sensiveis foram area foliar e a biomassa
fresca, variaveis que se impactam na produtividade de uma cultura. O numero de
folhas sofreu a menor reducéo o que era de se esperar uma vez que esta variavel é
gendtipo dependente.

As plantas que foram pré-tratadas com acido salicilico apresentaram melhor
desempenho do que as plantas do tratamento controle, sobretudo as que foram
submetidas ao maior nivel de estresse salino 100 mM NaCl. Nesta concentracéo
salina destaca-se como mais eficiente o pré-tratamento com 300 mgL™ de &cido
salicilico. As plantas que receberam o priming de 300 mgL™ de &cido salicilico
apresentaram maiores valores em todas as variaveis biométricas quando comparada
as plantas controle, evidenciando a eficacia do priming.
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FIGURA 1. Area foliar de mudas cana-de-agucar pré-tratadas com diferentes
concentracbes de &cido saliciico e cultivadas sob diferentes
concentracbes de NaCl. Letras maiusculas iguais para concentracdes de
NaCl e mindasculas para o acido salicilico, ndo diferem estatisticamente no
teste de Scott-Knott ao 5% (P<0,05).
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FIGURA 2. Altura da planta de mudas cana-de-acucar pré-tratadas com diferentes
concentracbes de &cido saliciico e cultivadas sob diferentes
concentracbes de NaCl. Letras maiusculas iguais para concentracdes de
NaCl e mindsculas para o acido salicilico, ndo diferem estatisticamente no
teste de Scott-Knott ao 5% (P<0,05).
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FIGURA 3. Numero de folhas de mudas cana-de-acucar pré-tratadas com diferentes
concentracbes de 4&cido salicilico e cultivadas sob diferentes
concentracfes de NaCl. Letras maiusculas iguais para concentracdes de
NaCl e mindsculas para o acido salicilico, ndo diferem estatisticamente no
teste de Scott-Knott ao 5% (P<0,05).
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FIGURA 4. Biomassa fresca de mudas cana-de-acucar pré-tratadas com diferentes
concentracbes de &cido saliciico e cultivadas sob diferentes
concentracbes de NaCl. Letras maiusculas iguais para concentracdes de
NaCl e mindsculas para o acido salicilico, ndo diferem estatisticamente no
teste de Scott-Knott ao 5% (P<0,05).

Existe uma vasta gama de agentes de priming, bem como diferentes tipos de
estresse abidtico nos quais o priming atua minimizando os efeitos deletérios do
estresse sobre as plantas, como pode ser visto na revisao realizada por Savvides et
al. (2016). A maior parte dos trabalhos que utilizam o acido salicilico como agente de
priming visando a tolerancia ao NaCl, como no presente trabalho, sao realizados
com sementes (seed priming). H4, entretanto, um trabalho realizado com aplicacéo
foliar de acido salicilico (0; 0,5; 1,0 e 1,5 mM) em mudas de cana-de-agUcar
(FATEMEH et al., 2016), com a subsequente exposicado ao estresse salino (3,0 e 6,0
dSm™) no qual as plantas que receberam o priming apresentaram aumento no peso
fresco da parte aérea e raiz, bem como reducdo na permeabilidade relativa da

membrana celular. A concentracdo mais efetiva do priming foi a de 1,0 mM. Um
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trabalho realizado com sorgo (NIMIR et al., 2015) mostrou que as plantas pré-
tratadas com 362 uM de acido salicilico quando submetidas a 200 mM de NaCl
apresentaram uma altura superior (34,2%) as plantas que n&do haviam recebido o
priming.

As plantas pré-tratadas apresentaram também maior conteudo de clorofila e
proteina. Além do acido salicilico os autores acima utilizaram como agentes de
priming cinetina e giberelina. Estes compostos, entretanto, ndo foram tao eficazes
quanto o acido salicilico. Plantas de arroz pré-tratadas com 2,0 mM de acido
salicilico, quando submetidas a 150 mM de NaCl apresentaram maior crescimento
do que as plantas ndo pré-tratadas (SHETEIWY, et al.,, 2018). Alem de maior
crescimento estas plantas de arroz apresentaram maiores valores de pigmentos
fotossintéticos, trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila quando comparadas as
plantas controle.

Afzal et al. (2011) realizaram pré-tratamento de sementes de trigo com 50 mg
L™ de &cido salicilico e cultivaram as plantas, em solo salino (15 dSm™), até o final
do ciclo da cultura. As plantas que néo receberam o priming apresentaram menor
altura (12% a espécie tolerante e 15% a sensivel) quando submetidas a salinidade
do que as pré-tratadas. No que se refere a producéo de graos a diferenca foi ainda
mais marcante, com uma reducao superior a 20%. Tais resultados positivos foram
explicados em funcdo da capacidade das plantas pré-tratadas manterem menores
concentragdes dos ions toxicos Na* e CI" e maiores concentra¢des de K no tecido
vegetal, bem como a maior atividade das enzimas do sistema antioxidativo.

No presente trabalho também foram observadas variacées na atividade das
enzimas do sistema antioxidativo a ascorbato peroxidase (APX) e a catalase (CAT).
A atividade da APX (Figura 5) destaca-se nas plantas submetidas ao maior nivel
salino (100 mM). O maior incremento da atividade da APX (27,3%) neste nivel de
salinidade foi observado nas plantas pré-tratadas com a maior concentragdo de
acido salicilico (300 mgL™), enquanto que nas plantas do tratamento controle o
incremento foi de apenas 12,5%. A atividade da CAT (Figura 6), por sua vez, nao
apresentou um padrédo claro, e ndo existe diferenca significativa na atividade da
enzima nas plantas pré-tratadas e controle no maior nivel de sal.
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FIGURA 5. Atividade da enzima ascorbato peroxidase em mudas de cana-de-agucar
pré-tratadas com diferentes concentragdes de acido salicilico e cultivadas
sob diferentes concentracbes de NaCl. Letras maiusculas iguais para
concentracbes de NaCl e minusculas para o acido salicilico, ndo diferem
estatisticamente no teste de Scott-Knott ao 5% (P<0,05).
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FIGURA 6. Atividade da enzima catalase em mudas cana-de-agucar pré-tratadas
com diferentes concentracbes de acido salicilico e cultivadas sob
diferentes concentragbes de NaCl. Letras mailsculas iguais para
concentracfes de NaCl e minusculas para o acido salicilico, nédo diferem
estatisticamente no teste de Scott-Knott ao 5% (P<0,05).

Todos os tipos de estresse, abidtico ou bidtico, resultam em estresse
oxidativo, o qual se caracteriza pelo acumulo de espécie reativas de oxigénio (ROS).
O acumulo de ROS promove dano em macromoléculas e estruturas celulares
podendo levar a planta a morte. As plantas quando submetidas ao estresse ativam,
em maior ou menor grau, o sistema de defesa antioxidativo que envolve a atividade
de diferentes enzimas como a APX e a CAT, entre outras, além de elevar os teores
de metabdlitos ndo enzimaticos, que, de forma conjunta, atuam na eliminacdo das
ROS reduzindo o dano oxidativo.

As enzimas APX e CAT participam da remocdo do perdxido de hidrogénio
(H202), uma ROS moderadamente reativa, cujo pequeno tamanho e auséncia de
cargas, permite atravessar membranas celulares. A ag¢do deletéria do H,O, ocorre
em funcdo da sua participacdo na reacdo formadora do radical hidroxila (OHs), o
oxidante mais reativo na familia das ROS. O radical OHe pode ocasionar
modificacdes nas bases nitrogenadas em sistemas biologicos, levando a inativacao
ou mutacdo do DNA; pode desnaturar proteinas pela oxidacéo de grupos sulfidrila (-
SH) e pontes dissulfeto (-SS), além de causar danos a moléculas de carboidratos, e
retirar atomos de hidrogénio de grupos metileno de acidos graxos poli-insaturados,
dando inicio a peroxidacao lipidica (BARBOSA et al., 2014).

As plantas de cana-de-agucar pré-tratadas com 300 mgL™ de &cido salicilico,
apresentaram o maior incremento da atividade da APX em condicdes de estresse
salino severo, evidenciando a maior eficiéncia na remocgdo do peroxido de
hidrogénio. Plantas de sorgo (NIMIR et al., 2015) e de arroz (SHETLWY et al., 2018)
pré-tratadas com o mesmo agente de priming quando submetidas ao estresse salino
também apresentaram maior atividade da APX bem como a da enzima peroxidase
(POD) em comparagao com as plantas controle.

No que se refere a atividade da CAT néao foi observado um padrao definido da
enzima nas mudas de cana-de-acucar independente do tratamento de priming ou da
inducdo da salinidade. Estes resultados divergem daqueles encontrados em trigo

uma vez que a atividade da CAT é maior nas plantas pré-tratadas com acido
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ascorbico quando sdo submetidas ao estresse salino (AFZAL et al., 2011). E
interessante notar neste que o genotipo de trigo mais tolerante apresenta um maior
incremento na atividade da CAT do que o gendtipo sensivel. O trabalho
desenvolvido com duas variedades de arroz também demonstra que a as plantas
gue receberam priming quando submetidas a salinidade apresentaram maior
atividade da CAT, assim como a da APX e da POD descrita anteriormente
(SHETLWY et al., 2018).

A analise de correlagdo mostrou uma correlacdo linear e positiva do
comprimento da parte aérea e da raiz com a atividade das enzimas APX, POD e
CAT levando os autores a concluirem que o sistema de defesa das enzimas
antioxidantes melhorou o crescimento das plantas do arroz sob estresse salino. A
auséncia do incremento da atividade da CAT nas plantas da cana-de-acucar sugere
que a variedade estudada, RB 863129, é relativamente susceptivel ao estresse
salino, uma vez que um recente trabalho do grupo, comparando seis variedades de
cana-de-acucar sob estresse salino, evidenciou que a sincronia entre enzimas do
sistema antioxidativo (SOD, CAT e APX) observada na variedade RB867515 foi
eficaz na regulacéo e desintoxicacdo de ROS produzidas na célula da planta, o que
indica a maior tolerancia da variedade RB867515 do que as outras variedades
testadas (MORAIS et al., 2018).

CONCLUSAO
A variedade RB 863129 testada neste trabalho, mesmo se considerada uma
variedade com alguma sensibilidade a salinidade, responde de forma eficaz ao
priming com acido salicilico, tratamento que favoreceu a capacidade de
enfrentamento ao estresse salino da variedade.
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