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MELO, Gemima Mancgo de. Dra. Universidade Federal Rural de Pernambuco. Fevereiro de
2016. Adaptabilidade fisioldgica ao estresse abiotico induzida pela aplicagdo de priming in vitro

em plantas de cana-de-acUcar. Terezinha Rangel Camara.

RESUMO: Durante todas as fases fenoldgicas, as plantas estdo sob efeitos de variacdes
ambientais e para sobreviver as condicdes estressantes, elas utilizam mecanismos de defesa
antioxidativos, capazes de regular o excesso de espécies reativas de oxigénio. Técnicas de pré-
condicionamento (priming), que consistem em uma prévia exposicdo a um agente estressor
podem estimular os mecanismos de defesa antioxidativos e promover respostas mais eficientes,
guando a planta for submetida a um novo ciclo de estresse. O trabalho de tese foi realizado com
0 objetivo de descrever o estado redox de variedades de cana-de-agucar micropropagadas em
sistema de biorreatores de imersao temporaria (BIT) e submetidas a priming in vitro com cloreto
de sodio (NaCl), visando favorecer a rustificacdo e o pré-condicionamento ao estresse salino e
hidrico, através de analises de respostas de crescimento e bioquimicas. Foram realizados dois
experimentos, que originaram trés artigos cientificos. No primeiro, plantas de cana-de-agtcar
da variedade RB867515 receberam tratamentos de halopriming com 100 mM de NaCl durante
cultivo in vitro em BIT e posteriormente foram submetidas a estresse salino gradativo em
estufa. No segundo, plantas da variedade RB98710 foram pré-condicionadas com halopriming
in vitro (25 mM de NaCl), submetidas a tratamentos de estresse salino gradativo com posterior
irrigacdo sem NaCl e avaliacdo da recuperacdo. No terceiro, também foram realizados
tratamentos de halopriming (25 mM de NaCl) com a variedade RB98710, com posterior
submissdo das plantas ao estresse salino e hidrico. No primeiro artigo, o pré-condicionamento
durante 24 horas proporcionou um melhor desenvolvimento das plantas da variedade
RB867515 durante as condi¢des de estresse salino. Preservou o crescimento das plantas,
preveniu o acimulo de ions toxicos e contribuiu para a manutencdo dos niveis de peroxido de
hidrogénio (H20.). No segundo artigo, o priming favoreceu os parametros de crescimento,
mantendo o acumulo de biomassa das plantas e o perfilhamento, proporcionando tolerancia da
variedade RB98710 a salinidade. No terceiro artigo, o tratamento de priming estimulou a
atividade das enzimas superoxido dismutase e catalase, o que evitou a peroxidacao lipidicae o
acumulo de H>O,, porém n&o preservou o crescimento das plantas em condic¢des de estresse
salino. Também ndo houve efeito do priming ao estresse hidrico, este provocou reducgdes no

crescimento das plantas, aumento no teor de H.O> e na peroxidacgéo lipidica.

Palavras-chave: Saccharum spp; halopriming; cloreto de sodio; estresse oxidativo; enzimas

antioxidantes.
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MELO, Gemima Manco de. Dra. Universidade Federal Rural de Pernambuco. Fevereiro de
2016. Adaptabilidade fisiologica ao estresse abiotico induzida pela aplicagdo de priming in
vitro em plantas de cana-de-agUcar. Terezinha Rangel Camara.

ABSTRACT: During all phenological phases, the plants are under the effects of environmental
variations and to survive stressful conditions, they use antioxidant defense mechanisms, able to
regulate the excess reactive oxygen species. Preconditioning techniques (priming), consisting
of prior exposure to a stressor agent can stimulate the antioxidative defense mechanisms and
promote more efficient responses, when the plant was again subjected to a stress cycle. The
thesis has been conducted with the aim to describe the redox state of varieties of sugarcane
micropropagation in temporary immersion bioreactor system (BIT) and submitted to in vitro
priming with sodium chloride (NaCl), aiming to promote the rustification and preconditioning
to salt stress and water, through analysis of growth and biochemical responses. Two
experiments, which originated three scientific articles were performed. In the first, planting
sugarcane variety RB867515 halopriming received treatments with 100 mM NaCl during in
vitro culture in BIT and were subsequently subject to gradual salt stress in the greenhouse. In
the second, plants of the variety RB98710 were preconditioned with halopriming in vitro (25
mM NaCl), submitted to treatments gradual salt stress with posterior irrigation without NaCl
and evaluation of recovery. In the third, they were also performed treatments halopriming (25
mM de NaCl) with the variety RB98710, with subsequent submission of plants to salt and water
stress. In the first article, preconditioning for 24 hours to afforded a better development of the
plants of the variety RB867515 during salt stress. Has preserved the growth of plants, prevented
the buildup of toxic ions and contributed to maintenance of the hydrogen peroxide levels
(H202). In the second article, the priming favored the growth parameterswhile keeping the
buildup of plant biomass and tillering, providing tolerance to salinity variety RB98710. In the
third article, the treatment of priming stimulated the of enzymes activity of superoxide
dismutase and catalase, which avoided lipid peroxidation and H,O, accumulation, but it is not
preserved the growth of plants in saline stress conditions. There was also no effect of priming
to water stress, this caused reduction in plant growt, increase in content of H.O, and lipid

peroxidation.

Keywords: Saccharum spp; halopriming; sodium chloride; oxidative stress; antioxidant

enzymes.
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1. INTRODUCAO GERAL

Ao longo de todo o seu ciclo vital, as plantas passam constantemente por desequilibrios
entre as interagdes bioticas e abidticas, que promovem alteragcdes no equilibrio homeostatico e
acabam por limitar o seu desenvolvimento (LOKHANDE & SUPRASANNA, 2012). Nas
plantas, organelas que apresentam intenso fluxo de elétrons e que promovem reacles vitais
como a respiracdo e a fotossintese sdo fontes de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)
(MITTLER et al., 2004).

As ROS podem apresentar-se na forma de radicais livres e na forma molecular (GILL
& TUTEJA, 2010). Estas, podem agir na sinalizagdo de processos de crescimento,
desenvolvimento e de defesa (MITTLER et al., 2004), porém o desequilibrio na sua producédo
pode acarretar em distrbios metabolicos, com alteracbes no sistema redox e danos a
macromoléculas, caracterizando o estresse oxidativo (GILL & TUTEJA, 2010).

Como forma de sobrevivéncia, as plantas desenvolveram um sistema de defesa que
regula a homeostase redox celular frente ao estresse oxidativo (WILLADINO & CAMARA,
2010). Esse complexo sistema de defesa é constituido por enzimas e metabdlitos antioxidantes
gue agem conjuntamente no combate ao excesso de ROS (DEWIR et al., 2006). Nas plantas,
0s principais componentes enzimaticos envolvidos na eliminacédo das ROS, incluem as enzimas
superdxido dismutase (SOD), a ascorbato peroxidase (APX) e a catalase (CAT) (MITTLER et
al., 2004).

Muitas evidéncias experimentais tém demonstrado o papel das ROS na mediacéo de
respostas a varios estimulos (GILL & TUTEJA, 2010). Quando uma planta é submetida a um
estimulo, dependendo da sequéncia e da intensidade, ele pode acionar o sistema de “memoria”
da planta e essa pré-exposicdo é capaz de promover respostas a estimulos subsequentes, o que
é denominado priming ou aclimatagdo (SANI et al., 2013).

Técnicas de priming séo utilizadas ha muitos anos e buscam favorecer a germinacédo e
0 acumulo de biomassa das plantulas em condi¢fes de seca e salinidade (HEYDECKER,
HIGGINS & GULLIVER, 1973; EIRA & MARCOS FILHO, 1990; DUBROVSKY, 1996).
Entre os principais agentes pré-condicionantes e técnicas utilizadas, destacam-se o cloreto de
sodio (NaCl) e o halopriming, respectivamente. No halopriming, as sementes sdo imersas em
concentracOes toleraveis de solugdes salinas, com o objetivo de favorecer a germinacgéo e a
emergéncia da plantula em condi¢bes ambientais adversas (JISHA & PUTHUR, 2014).
Tratamentos de halopriming com NaCl, promovem toleréncia ao estresse mediante a expresséo

de genes que contribuem para a ativacao da capacidade antioxidante (PATADE, BHARGAVA
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& SUPRASANNA, 2012). O que contribui para a tolerancia a salinidade, promove protecéo ao
sistema fotossintético e manutencdo do crescimento de plantas de cana-de-aclcar (PATADE,
KUMARI & AHMED, 2011).

A salinidade é considerada um dos mais disseminados riscos ambientais, sobretudo nas
regides aridas e semiaridas (PITMAN & LAUCHLI, 2002). Juntamente com a seca, constitui
um dos principais fatores de estresse abidtico que limita e ameaca a producéo agricola (WANG
et al, 2003). Portanto, desenvolvimento de culturas mais tolerantes ao estresse salino e hidrico
tém importancia marcante para a agricultura sustentdvel (PANDOLFI, MANCUSO &
SHABALAB et al., 2012; OSAKABE et al., 2014).

A cana-de-agucar (Saccharum spp L.) tem sensibilidade moderada ao estresse salino e
pode apresentar reducdes de 50% em seu rendimento, quando cultivada em solos com
condutividade elétrica de 10,4 dS m™ (SANTANA et al., 2007). No Nordeste, a cultura vem se
expandindo para regides semiaridas (SEAGRI, 2007), onde estara exposta a um ambiente mais
propenso a salinidade e a seca. Alternativas de cultivos de variedades de cana-de-agucar
adaptadas e tolerantes a estas condic¢des € um fator primordial para assegurar o desenvolvimento
da regido e reduzir perdas na producéo.

Atrelada a expansdo do conhecimento sobre o metabolismo das plantas em condicGes de
estresse, a préatica de alternativas de baixo custo e garantida eficiéncia no manejo do cultivo in
vitro de plantas em biofabricas, sdo necessidades iminentes. A producdo de mudas com maior
tolerancia pode ser obtida pelo pré-condicionamento in vitro de plantas em sistema de
biorreatores de imersdo temporaria (MELO et al., 2014). Nesse sistema, o material vegetal fica
totalmente submerso em meio nutritivo liquido em intervalos regulares, 0 que aumenta a
superficie de contato entre 0 explante e 0 meio, favorecendo, portanto, a absor¢do dos nutrientes
(SANDAL, BHATTACHARYA & AHUJA, 2001).

O trabalho de tese foi desenvolvido com o objetivo de avaliar alteragdes de crescimento
e bioquimicas, que descrevam o estado redox e sua relagdo com a tolerdncia ao estresse
oxidativo e apontar alternativas de adaptabilidade fisiologica induzida mediante a aplicacdo de
priming in vitro, que se constitui em uma metodologia que pode favorecer a tolerancia cruzada

ao estresse abiotico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CANA-DE-ACUCAR: CARACTERISTICAS BOTANICAS E IMPORTANCIA
ECONOMICA

A cana-de-acucar pertence a classe Liliopsida, ordem Poales, familia Poaceae, tribo
Andropogoneae e género Saccharum L. (APG, 2006). E uma planta de ciclo perene, que se
desenvolve em regides com climas tropicais e subtropicais, com possivel centro de origem no
sudeste da Asia (BOREM et al., 2010). Suas principais cultivares sio de hibridos
interespecificos, constituidos geneticamente pelas espécies S. officinarum, S. spontaneum, S.
sinense, S. barberi, S. robustum e S. edule (GUPTA et al., 2010).

Considerada uma planta tropical, a cana-de-agucar apresenta habito herbaceo e o seu
cultivo ocorre entre as latitudes 35° N e 30° S, em altitudes que variam do nivel do mar até um
pouco mais que 1.000 m (DIOLA & SANTOS, 2010).

Sua estrutura caulinar € cilindrica, macica, claramente dividida em noés e entrends;
possui folhas alternas disticas, paralelinérveas, com ligula entre a bainha e o limbo; possui
inflorescéncia do tipo panicula, contendo flores subdivididas por um par de bracteas (lema e
palea) e seu fruto é do tipo cariopse (SOUZA & LORENZI et al., 2008).

A fenologia da cana-de-acucar (Figura 1), compreende estadios de: (1) brotacdo e
emergéncia, que tem inicio com o rompimento das folhas da gema, emergindo de 20 a 30 dias
apos o plantio. Nessa fase, quando existem boas condi¢des de umidade e temperatura, inicia-se
a brotacdo das gemas presentes nos toletes (seccdo do colmo contendo uma ou mais gemas) e
simultaneamente ocorre a emissdo das raizes de fixacao a partir do tolete; (2) perfilhamento,
que compreende a emissdao de colmos por uma mesma planta. Sob condicdes ideais, 0
perfilhamento assume papel principal no processo produtivo da cana-de-agUcar. Quando
atingem o maximo da producao, algumas variedades chegam a produzir 20 ou mais perfilhos
por touceira; (3) crescimento, nessa fase o colmo acumula sacarose. E diretamente estimulado
pela luz, temperatura e umidade, este, desempenha um importante papel na alongacdo dos
perfilhos e no crescimento dos colmos; (4) maturacdo inicia-se concomitantemente com o
crescimento, sendo determinada pela duragdo do ciclo da cana (EMBRAPA; SILVA et al.,
2010).
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Figura 1. Fenologia vegetativa da cana-de-agucar.
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Apesar de apresentar reproducdo sexuada, quando cultivada comercialmente, é utilizada

a propagacao assexuada, mediante a propagacao vegetativa do colmo seccionado em segmentos

com aproximadamente trinta centimetros de comprimento (CAIEIRO et al., 2010; MAGRO et

al., 2011). O desenvolvimento da planta é em forma de touceira, tendo a parte aérea formada

por colmos, folhas e inflorescéncias e a subterranea formada por rizomas e raizes (Figura 2).

Figura 2. Morfologia da cana-de-acucar.
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Relatos indicam que a cana-de-agUcar pode ter sido primeiramente cultivada na Nova
Guiné em torno de 4000 a.C., mais tarde surgiu na india, foi introduzida, por Arabes, na regido
do Mediterraneo em torno de 700 d.C. e durante viagens ao redor do mundo, espanhois e
portugueses espalharam a cultura (AGP, 2006). No Brasil, a introducdo da producédo de cana-
de-agucar se deu por volta do seculo X1V e em meados do século XVII, o pais tornou-se 0 maior
produtor de acucar (RODRIGUES & ORTIZ, 2006). Dessa forma, o cultivo da cana-de-agucar
é uma das primeiras atividades econdmicas documentadas na histéria do Brasil (CUENCA &
NAZARIO, 2005),

A cana-de-aglcar pertence a principal familia de importancia econémica das
Angiospermas (SOUZA & LORENZI, 2008). E sua importancia econdmica € atribuida a sua
ampla utilizacdo, podendo ser empregada in natura, como planta forrageira; disponibilizar
subprodutos como a torta de filtro e o bagaco; ou como matéria prima para a fabricacdo de
rapadura, melago, aguardente, acucar e alcool (TORRES et al., 2012).

O Brasil, além de ser o maior produtor mundial da cultura, seguido por india e China,
também é o maior produtor e exportador de acgucar, sendo responsavel por mais de 50% do
acucar comercializado no mundo (CONAB, 2015a). Em relagcdo ao etanol, atualmente os
Estados Unidos e o Brasil sdo os principais produtores e consumidores, porém a maior parte do
etanol produzido nos Estados Unidos tem origem do milho, enquanto que o produzido no Brasil
é originado da cana-de-acucar (MERCADO SUCROALCOOLEIRO, 2015).

A nivel nacional estima-se que a area cultivada com cana-de-agucar na safra 2015/16
seja de aproximadamente 8.995,5 mil hectares, com uma producéo total de 658,7 milhdes de
toneladas e um rendimento médio em torno de 73.228 kg/ha. Entre os estados nordestinos,
Pernambuco encontra-se como segundo maior produtor da cultura canavieira, com cerca de 264
mil ha, ficando atras apenas do Estado de Alagoas com uma estimativa de safra 2015/2016 de
aproximadamente 338,3 mil ha (CONAB, 2015b).

Na regido Nordeste, o cultivo da cana-de-agucar é realizado, tradicionalmente, na Zona
da Mata, a qual apresenta as melhores condi¢des climaticas para o desenvolvimento da
agricultura canavieira, mas o seu cultivo vem se expandindo para regifes semiaridas, onde a
utilizacdo de sistemas de irrigacdo permitiu o desenvolvimento da atividade canavieira
(OLIVEIRA & BRAGA, 2011; OLIVEIRA, BRAGA & SANTOS et al., 2014).

O clima na regido semiarida apresenta um regime de chuvas fortemente concentrado
nos meses de fevereiro a maio, o que ndo propicia o desenvolvimento da cultura canavieira,
além disso, essas regides muitas vezes sdo afetadas pela ocorréncia de solos com sinais de
salinizacdo e de 4guas com elevado teor de sais (CIRILO, MONTENEGRO & CAMPOS et al.,
2010).
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No Brasil, particularmente no Nordeste, destacam-se as variedades RB (Republica
Brasileira), lancadas pela Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor
Sucroalcooleiro — RIDESA. As variedades RB apresentam adaptacbes para os diversos
ambientes agroecoldgicos do Brasil, proporcionando niveis adequados de produtividade, além
de fornecer gendtipos mais tolerantes ao estresse hidrico com eficiente recuperacdo desse
estresse e variedades resistentes a doengas graves, como a ferrugem marrom, o carvdo, a
escaldadura-das-folhas e 0 mosaico (RIDESA, 2010).

Diante do exposto, alternativas de cultivos adaptados e tolerantes de cana-de-agucar as
condi¢Bes estressantes do semiarido € uma medida interessante para impulsionar o

desenvolvimento da regiéo, reduzindo assim perdas na producéo da cultura.

2.2. MICROPROPAGACAO E SISTEMA DE BIORREATORES DE IMERSAO
TEMPORARIA

A micropropagacdo € a técnica mais difundida no cultivo in vitro de plantas, consiste
no cultivo de células, tecidos ou 6rgaos, atraves de um explante coletado de uma planta matriz,
resultando na producdo de uma grande quantidade de plantas (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

O principio basico da cultura de tecidos é a aplicacdo da totipoténcia celular,
propriedade inerente as células vegetais, definida pela capacidade de regenerar plantas a partir
de células isoladas ndo diferenciadas, ou a partir de érgdos e tecidos vegetais (RAMALHO,
SANTOS & PINTO, 2004). Trata-se de um método de propaga¢do econdmico, pois a producao
de plantas € realizada em grande escala, permitindo que as mesmas possam ser cultivadas em
pequenos espacos e por longos periodos; produzindo plantas livres de patdgenos, sendo,
portanto, universalmente utilizado para producdo de mudas (CHANNARAYAPPA, 2007).

Os explantes extraidos de varias partes da planta, tais como folhas, raizes, segmentos
nodais, gemas axilares, gemas florais e apicais sdo cultivados assepticamente em meios
nutritivos com composicao adequada para a regeneracdo da planta (MALAJOVICH, 2004).

Dependendo diretamente do tipo de explante utilizado, a micropropagacdo pode ser
conduzida de trés maneiras: (1) a partir da multiplicacdo de gemas, o qual envolve o isolamento
de regides meristematicas; (2) a partir da multiplicacdo mediante inducdo de gemas adventicias
por organogénese direta ou indireta; (3) ou a partir da multiplicacdo via embriogénese somatica
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Além de ser aplicada na producéo de plantas em escala comercial, a micropropagacgao

pode ser utilizada na manutencdo de bancos de germoplasma, para limpeza clonal, o que
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promove a producdo de mudas com elevada qualidade fitossanitdria (FERNANDES, 2013;
SILVAetal., 2013), como também para a conservacao de espécies vegetais raras ou ameacadas
pelo processo de extingdo (SUZUKI et al., 2010; NORTHCUTT et al., 2012).

Os meios nutritivos utilizados no cultivo in vitro, fornecem substancias essenciais
para o crescimento e geralmente controlam o desenvolvimento in vitro, tendo por base as
exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas modificacGes para atender
as necessidades especificas de cada espécie (CALDAS, HARIDASAN & FERREIRA, 1998).
Apresentam em sua constituicdo macronutrientes, micronutrientes, &agua, vitaminas,
aminoacidos, fonte de carbono, podendo conter ainda reguladores de crescimento
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Quanto a sua consisténcia, 0s meios nutritivos podem ser semissélidos ou liquidos, isto
se da respectivamente, pela adicdo ou auséncia de agentes gelificantes (CALDAS,
HARIDASAN & FERREIRA, 1998). Apesar de promover condic¢des ideais de suporte para as
plantas, a natureza fisica dos meios semissolidos possibilita uma absor¢do dos nutrientes,
apenas pelas partes da planta que estdo em contato direto com 0 meio, o que reflete em uma
baixa producéo de biomassa (LEMOS et al., 2001; CHANNARAY APPA, 2007). Com o intuito
de minimizar os custos durante a micropropagacao, facilitar o preparo dos meios nutritivos e a
manipulacéo das culturas in vitro, solucdes alternativas que incluem a redugéo ou supresséao de
agentes gelificantes podem ser utilizadas, destacando a micropropagacao em sistemas de
imersdo temporaria (SCHEIDT et al., 2009 a,b).

O sistema de imersdo temporaria funciona através de um sistema de bombeamento de
ar no qual o meio nutritivo liquido, que fica armazenado em um recipiente proprio, é transferido
periodicamente para o recipiente onde estdo sendo cultivados os explantes, estes ficam
submersos por um periodo pré-estabelecido (Figura 3). Nesse sistema o meio liquido cobre
totalmente os explantes e esse maior contato entre explante e meio de cultura incrementa a
absorcdo uma vez que os nutrientes podem ser absorvidos diretamente pela epiderme das folhas,
caules e raizes (ULISSES et al., 2010), favorecendo a taxa de assimilacdo, crescimento e
multiplicacdo de brotos e, ainda, 0 acimulo de biomassa seca (LEMOS et al., 2001; SANDAL,
BHATTACHARYA & AHUJA, 2001; PEREIRA & FORTES, 2003).
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Figura 3. Sistema de biorreator de imersdo temporaria (BIT).
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Os primeiros biorreatores tiveram origem de equipamentos denominados
fermentadores, os quais eram utilizados no cultivo de fungos e bactérias para fins industriais
(TEIXEIRA, 2002). O primeiro relato sobre o uso de biorreatores para fins de propagacdo
vegetal foi realizado por Takayama & Misawa (1981), os quais utilizaram a nova técnica para
a micropropagacao de begonia.

Os sistemas de imersdo temporaria e outros biorreatores, geralmente sdo utilizados
quando se deseja uma maior uniformidade das mudas, aumentar a taxa de multiplicacdo e
diminuir os custos de producdo, uma vez que nesses sistemas verifica-se uma menor
manipulacéo e transferéncia dos explantes, em relagdo aos sistemas tradicionais (TEXEIRA,
2011).

Esse tipo de sistema promove reducdo no tempo requerido para propagacdo e aumento
na producdo de mudas de Saccharum spp (LEMOS et al., 2002), Musa AAB, CEMSA %
(ARAGON et al., 2010), Cattleya walkeriana (MOREIRA et al., 2013), Ananas comosus
(SCHERER et al., 2015), dentre outras. De acordo com Gerald & Lee (2011) as plantas
produzidas em biorreatores sdo normalmente maiores e bem enraizadas, o que facilita o

processo de aclimatizacéo.
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2.3. O ESTRESSE E A GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

De acordo com Larcher (2004): “todo organismo experimenta estresse, embora a
maneira pela qual ele o expresse varie de acordo com seu nivel de organizagdo. Se os limites
de tolerancia sdo excedidos, pode resultar em dano permanente ou mesmo na morte” (GASPAR
et al., 2002).

A intensidade e a duragdo do estresse imposto, podem desencadear respostas positivas
ou negativas, caracterizando 0 eu-estresse ou o dis-estresse, respectivamente. O eu-estresse é
definido como aquela condigéo de estresse suave e estimulante que ativa o metabolismo celular
e incrementa a atividade fisioldgica da planta, é um fator positivo que impulsiona o crescimento
vegetal. Por outro lado, o dis-estresse afeta negativamente o metabolismo, 0 crescimento e 0
desenvolvimento vegetal (LICHTENTHALER, 2004).

A resposta ao estresse é mediada pelas vias de sinaliza¢do. Estresses moderados e graves
sdo reconhecidos por diferentes elementos do sistema de deteccdo de células vegetais. Nas
células das plantas acredita-se que atuam dois grupos de sistemas sensores dependentes das
membranas: o sistema dependente da relacdo entre o equilibrio redox e o peroxido de
hidrogénio (H202); os sistemas que dependem de perturbagbes na interacdo membrana
plasmética/parede celular (MP/PC). Esses sistemas sensores sao responsaveis pela inducgéo da
via de ativacdo de genes de resposta ao estresse (KACPERSKA, 2004).

Estresses abioticos, como o estresse hidrico e o salino podem afetar as plantas, em varios
niveis de organizacdo. Quando em contato com o estresse hidrico, um dos primeiros eventos
que ocorre na planta é o fechamento estomatico, o que provoca uma reducao na disponibilidade
de dioxido de carbono (CO>) nas folhas, inibe a fixa¢do de carbono com consequente reducéo
das taxas fotossintéticas (LISAR et al., 2012; OSAKABE et al., 2014). Este evento pode
desencadear um estresse secundario, como o estresse oxidativo.

O estresse oxidativo é caracterizado pelo acumulo excessivo de ROS, esse acumulo
ocorre quando 0s mecanismos de defesa se encontram em niveis mais baixos que as ROS (GIL
& TUTEJA, 2010). O equilibrio entre a producédo e a eliminacdo de ROS € perturbado por
varios fatores bioticos e abidticos de estresse, 0 que conduz a um aumento subito dos niveis
intracelulares, que por sua vez, podem causar danos significativos para a estrutura celular
(Figura 4), com perda da competéncia fisioldgica e eventual morte celular (MOLLER, JENSEN
& HANSSON, 2007; MULLINEAUX & BAKER 2010).
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Figura 4. Danos oxidativos induzidos pelas Espécies reativas de oxigénio (ROS) a lipidios, proteinas e
DNA.
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Fonte: Sharma et al. (2012).

Apesar de provocar danos, quando em baixas concentraces, as ROS atuam como
moléculas sinalizadoras nos processos de crescimento e desenvolvimento celular (DEL RIO et
al., 2006). Além disso, possuem a capacidade de induzir mudancas no padrdo de expressdes
génicas, no metabolismo celular, na totipoténcia, na competéncia embriogénica, e atuam na
sinalizacdo do estresse (OBERT et al., 2005).

As ROS podem apresentar-se na forma de radicais livres, como exemplo os radicais
superoxido (O2*), hidroxila (OH*), hidroperoxido (HO2*) e alcoxila (RO*), na forma molecular,
como o peréxido de hidrogénio (H20>) e a excitacdo do oxigénio molecular (O) d& origem ao
oxigénio singleto (*0,) (GILL & TUTEJA, 2010). Sua produgdo ocorre em variados
compartimentos celulares, como cloroplastos, mitocéndrias, peroxissomos, reticulo
endoplasmatico, membrana plasmatica, parede celular e apoplasto (SHARMA et al., 2012).

Durante o processo de respiracdo celular, o oxigénio molecular € completamente
reduzido por quatro elétrons transportados ao longo da cadeia respiratdria, gerando duas
moléculas de agua (SOARES & MACHADO, 2007). Porém, durante esse processo uma
pequena quantidade de elétrons escapa ocorrendo uma reducédo parcial do O e a consequente

geracdo ROS. A reducdo parcial do Oz, com um, dois ou trés elétrons (Figura 5), resulta na
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formacao do radical superdxido (O2*"), da molécula peroxido de hidrogénio (H202) e do radical
hidroxila (OH*®), respectivamente; ja a excitacdo do oxigénio molecular, promove uma mudanca
na distribuicao dos seus elétrons, o que da origem ao oxigénio singleto (*0,) (BARTOSZ, 1997;
MITTLER, 2002).

Figura 5. Formacdo de espécies reativas de oxigénio: oxigénio singleto (*O2), radical superdxido
(O2*), perdxido de hidrogénio (H20>) e radical hidroxila (OH®).
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Fonte: adaptado de Bartosz, 1997.

O radical O2* é moderadamente reativo, instavel por possuir nimero impar de elétrons
(13) na ultima camada eletronica e possui meia-vida de aproximadamente 2-4 us (PRASAD,
2004; BARBOSA et al., 2014). De acordo com Gill & Tuteja (2010), o principal local de
producéo do radical O2* é na membrana do tilacoide no PSI. Todavia, ele pode ser produzido
em varios compartimentos celulares, como o citosol, mitocondrias e peroxissomos (MOLLER,
JENSEN & HANSSON, 2007). Durante o catabolismo das purinas, o radical O2*" pode ser
produzido nos peroxissomos, através da xantina oxidase e no reticulo endoplasmatico, esse
radical € formado como resultado das reagdes de desintoxicacdo catalisadas pelos citocromos
(AHMAD et al., 2008).

Considerada uma ROS primaria, quando formado, o radical O2* desencadeia uma
cascata de reacOes, capazes gerar ROS “secundarias”, através de enzimas ou processos
catalisados por meio de metais (VALKO, MORRIS & CRONIN, 2005), que incluem radicais
livres, halogénios oxidados e oxigénio singleto (APEL & HIRT, 2004). A dismutacéo do radical
02" em H20- ocorre facilmente através da SOD (SHARMA et al., 2012).
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O H20. é uma molécula moderadamente reativa, porém é a mais estavel das ROS,
possuindo uma meia-vida relativamente longa (1 ms) em relacéo as demais (GILL & TUTEJA,
2010). Ele pode atravessar distancias consideraveis, é capaz de se difundir, por apresentar
permeabilidade através das membranas (BROSCHE et al., 2010) e sua producéo se da nas vias
metabdlicas normais, ocorrendo nos cloroplastos, mitocdndrias, peroxissomos, citosol, reticulo
endoplasmatico e nicleo (MOLLER, JENSEN & HANSSON, 2007). Pode ser produzido na
fotorrespiracdo, durante reacdes de fotoxidacdo do NADPH oxidase, bem como da xantina
oxidase e através da B-oxidacdo de &cidos graxos (NEILL, DESIKAN & HANCOCK, 2002;
SHARMA et al., 2012).

De acordo com Quan et al. (2008), o0 H202 age como um segundo mensageiro para 0s
sinais gerados por meio de ROS, atuando em uma rota dupla nas plantas, podendo ocasionar a
morte celular programada, quando em altas concentracBes ou agir na sinalizacdo de respostas
de aclimatacdo ao estresse. 1sso ocorre porque o0 estresse produzido pelo H>O, promove
alteracGes na expressao dos genes nucleares, o que propicia a sua disponibilidade em regular
com precisdo a manutencdo da homeostase redox celular e mediar a transducéo de sinais
(MYLONA & POLIDOROS, 2011).

O OH* é formado a partir da reacdo do H20. com 0 O2*", na presenca de catalisadores
metalicos como o ferro (Fe?* e Fe®*) (GILL & TUTUJA, 2010). Esse radical possui potencial
para reagir com todas moléculas bioldgicas, como DNA, proteinas, lipidios e devido a auséncia
de qualquer mecanismo enzimatico, que possa promover a sua eliminacao, ele é considerado
uma ROS altamente reativa, onde 0 seu excesso conduz & morte celular (VRANOVA, INZE
&VAN BREUSEGEM, 2002).

O 'O, é uma molécula altamente reativa, capaz de se difundir através de distancias
consideraveis (centenas de nanémetros) (SHARMA et al., 2012). Pesquisas demonstram que 0
aumento na formagcéo do 'O, promoveu 80% da peroxidacao de lipidios de membrana em folhas
de Arabidopsis thaliana (TRIANTAPHYLIDES et al., 2008).

Niveis prejudiciais de 1O, sdo produzidas em resposta ao excesso de excitacdo do PSlI,
quando o metabolismo fotossintético é drasticamente reduzido por inibidores ou por estresses
abioticos tais como a salinidade e a seca. Nestas situacdes, a energia de excitacdo ndo é extinta
de maneira suficientemente rapida no PSIl pelo centro de reagdo fotoquimica ou por
carotenoides, 0 que promove aumento da atividade ou a morte celular (GILL & TUTEJA, 2010;
MULLINEAUX & BAKER, 2010). A eliminacdo desse radical pode ocorrer através da
transferéncia da sua energia de excitacdo para outras moléculas, o que faz ele retornar ao estado

fundamental ou através de reacOes de oxidacdo com outras moléculas como lipidios, proteinas,
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aminoéacidos, acidos nucleicos e carboidratos, 0 que consequentemente provoca danos as
células (RONSEIN et al., 2006; TRIANTAPHYLIDES & HAVAUX, 2009).

Ja o radical hidroperdxido (HO2*) é formado a partir da protonacéo do O,*~ em solugdes
aquosas, e pode atravessar membranas bioldgicas e subtrair &tomos de hidrogénio de &cidos
graxos poli-insaturados e hidroperoxidos de lipidios, disparando a auto-oxidagdo de lipidios
(BARTOSZ, 1997; NEILL, DESIKAN & HANCOCK, 2002).

2.4 SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDATIVO

Durante o ciclo de vida, os organismos estao suscetiveis a rea¢Ges de desequilibrio, que
promovem a formacéo de radicais livres em excesso e por sua vez podem provocar varios danos
celulares. Para impedir ou equilibrar esse tipo de dano, as células vegetais desenvolveram
mecanismos de defesa, bastante sensiveis as condi¢fes de estresse (MITTLER, 2002).

O estado redox celular mantém a homeostase em geral e, em particular, a capacidade da
célula para lidar com eventos redoxes, tais como o estresse oxidativo (POTTERS et al., 2010).
Como tal, o estado redox ndo € apenas ponto de controle na resposta ao estresse da planta, € um
mecanismo capaz de perceber até pequenas mudancas nas condi¢bes ambientais, e conduzir a
adequacdo das respostas celulares a tais mudancas (DE TULLIO et al., 2010). Assim como 0
pH e a composicdo iénica do citoplasma, o estado redox de uma célula influencia 0 ambiente
fisioldgico e, consequentemente, a funcionalidade de muitas proteinas (BIENERT et al., 2006).

Para suportar o estresse oxidativo, impedindo que 0 mesmo provoque danos
irreversiveis a célula, as plantas utilizam mecanismos de defesa antioxidativo formados por
enzimas e metabdlitos antioxidantes, que agem conjuntamente no combate ao excesso de ROS
(DEWIR et al., 2006).

Enzimas sdo proteinas que catalisam reacdes quimicas e mediam praticamente todas as
reacGes bioquimicas que constituem a vida, portanto, sdo essenciais para a manutencdo
adequada de qualquer organismo (BARBOSA et al., 2014). Ainda de acordo com 0s mesmos
autores, as enzimas antioxidantes podem ser encontradas nos diferentes compartimentos
celulares e contribuem para o controle das ROS em plantas, o que confere um estadio de
homeostase redox no sistema.

As principais enzimas envolvidas na eliminacdo das ROS em plantas incluem a
superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), catalase
(CAT, EC 1.11.1.6), peroxidases (POD, EC: 1.11.1.7), polifenoloxidase (PPO, EC: 1.14.18.1),
glutationa redutase (GR, EC: 1.6.4.2), peroxidase da glutationa (GPX, EC: 1.11.1.91) e

peroxiredoxinas (Prx, EC: 1.11.1.15). E os principais metabdlitos antioxidantes sdo o acido
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ascorbico (AsA), a glutationa (GSH), o a-tocoferol e os carotenoides (MITTLER et al., 2004;
BARBOSA et al., 2014).

As SODs compdem uma familia de metaloenzimas consideradas como a primeira linha
de defesa contra as ROS (BARBOSA et al., 2014). Essas enzimas podem ser encontradas em
varios compartimentos subcelulares, organelas onde as atividades metabdlicas sdo altamente
oxidantes, devido ao intenso fluxo de elétrons e tais como cloroplastos, mitocéndrias,
peroxissomos, glioxissomos, citosol e apoplasto (ALSCHER et al., 2002; MYLONA &
POLIDOROQS, 2011).

Essas enzimas participam da reacdo que catalisa a dismutagcdo do radical O.*. A
remocao desse radical pela SOD é essencial, pois diminui os riscos de formagédo do radical OH®,
a partir do O, durante a reacdo de Harber-Weiss (DINAKAR et al., 2012). De acordo com
Sharma et al. (2012), durante a dismutac&o o radical O>*~ reage com um elétron e dois protons,

0 que produz H20; e O,, como demonstrado na reacéo:

SOD
20, + 2H* — H0, +0» (1)

Dependendo dos cofatores metalicos, as SODs podem ser subdivididas em trés grupos:
(1) FeSOD (enzima superdxido dismutase contendo ferro), encontradas nos cloroplastos; (2)
MnSOD (enzima superoxido dismutase contendo manganés), localizadas nas mitocondrias e
nos peroxissomos; e (3) Cu/ZnSOD (enzima superoxido dismutase contendo cobre e zinco,
respectivamente), encontradas nos cloroplastos, no citosol e nos espagos extracelulares
(ALSCHER et al., 2002).

Entre as enzimas antioxidantes, a CAT foi a primeira enzima a ser descoberta e
caracterizada. E uma proteina tetramérica, contendo o grupo heme, que catalisa a dismutac&o
de duas moléculas de H,O, em agua e oxigénio (SHARMA et al., 2012), como mostra a reacdo
a sequir:

CAT
2H,0, — 2H,0 + O, 2

Nas células vegetais, a eliminacdo do H.O é realizada por um conjunto de enzimas
antioxidantes, codificadas por genes nucleares, incluindo CAT, APX, GPX e Prx. E entre essas
enzimas, a CAT é a Unica que decompdem o H20,, sem necessitar de um adicional redutor, o
que proporciona a célula um mecanismo de energia eficiente (MYLONA & POLIDOROS,
2011). As CATSs séo indispensaveis na desintoxicacdo de ROS, principalmente em condicOes
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de estresse severo, quando ocorre altas concentragOes de H2>O- e sua atividade apresenta-se mais
efetiva (DUBEY, 2011).

Podem ser encontradas nos glioxissomos, porém o principal sitio de localizacdo da CAT
S80 0s peroxissomos, nestes locais essas enzimas estdo envolvidas em mecanismos enzimaticos
primérios, como a eliminagdo do H>O, formado pela oxida¢&o do glicolato na fotorrespiracéo
(SHARMA et al., 2012). Contudo ha evidéncias da atividade desta enzima em outros
compartimentos subcelulares, como exemplo o citosol, as mitocondria e cloroplastos
(MHAMDI et al., 2010).

A APX ¢é uma hemeproteina, pertencente a Classe | da superfamilia das peroxidases,
com distintas formas isoenzimaticas, diversamente reguladas (BARBOSA et al., 2014). Com
base nas sequéncias de aminoacidos e nas isoformas, essas enzimas podem ser encontradas em
diferentes localizagbes subcelulares (SHARMA et al., 2012), como exemplo o citosol,
cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos, glioxissomos e parede celular (SHIGEOKA et al.,
2002; DABROWSKA et al., 2007).

Ao contrario da CAT, a APX utiliza o ascorbato como doador de elétrons, para reduzir
0 H20- a &gua, constituindo parte do ciclo conhecido como ciclo da ascorbato-glutationa ou
ciclo de Halliwell-Asada (DAVLETOVA et al., 2005; D’ARCY-LAMETA et al., 2006). A
continuidade das reagdes, no ciclo da ascorbato-glutationa, se d& com: a formacéo do radical
monodehidroascorbato (MDHA), devido a oxidacdo do ascorbato (reacdo 3), a MDHA redutase
(MDHAR) reduz o MDHA com ajuda do NADPH (reacdo 4); Dehidroascorbato (DHA) é
produzido espontaneamente atraves do MDHA e pode ser reduzida para ascorbato, através da
DHA redutase (DHAR) (reagéo 5); o ciclo se completa com a glutationa redutase (GR), que
converte a glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida (GSH) (reacéo 6) (BARTOSZ,
1997; APEL & HIRT, 2004).

APX
H,0,+ 2AsA  —> 2H,0 + 2MDHA 3)
MDHAR
2JMDHA + NADPH —>  2AsA + NADP* (4)
DHAR
DHA+2GSH —  AsA + GSSG (5)

GR
GSSG + NADPH —> 2GSH + NADP* (6)
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A mudanca de ASA para DHA e de GSH para GSSG é essencial para que a célula
consiga reconhecer o estresse e responder adequadamente, 0 que representa um importante

papel no combate ao estresse oxidativo (SHARMA et al., 2012).

2.5. PRE-CONDICIONAMENTO AO ESTRESSE (PRIMING)

Devido a sua natureza séssil as plantas ndo podem evitar a exposi¢do ao estresse e para
conseguir completar o seu ciclo vital, elas utilizam adaptacdes fisioldgicas, mecanismos
moleculares e respostas bioquimicas (JIMENEZ-ARIAS et al. 2015a). As respostas das plantas
as condicOes estressantes véo diferir de acordo com a espécie, cultivar, 6rgdo, tecidos, estadio
de desenvolvimento, tempo de exposicao e fatores edaficos (WILLADINO & CAMARA, 2010;
NASCIMENTO etal., 2011). Com o intuito de favorecer o desenvolvimento das plantas, frente
as variadas formas de estresse, pesquisadores vém utilizando o pré-condicionamento, também
denominado de priming.

Quando expostas a fatores estressantes, as plantas possuem a capacidade de
“memorizar”, o que ¢ denominado de “stress imprint”, termo geralmente definido como uma
alteragdo genética ou bioquimica capaz de induzir o armazenamento de respostas de estresses
bioticos e abioticos, o que auxilia a planta a responder de forma diferente a um futuro estresse
(JIMENEZ-ARIAS et al. 2015b). Nesse sentido o priming tem o objetivo de deixar a planta
mais tolerante quando exposta a um novo ciclo de estresse e para isso é realizada uma exposicédo
prévia a um fator de estresse biético ou abiético (PATADE, BHARGAVA & SUPRASANNA,
2009).

O intervalo de tempo entre a percepcao do estresse, durante a aplicagdo de um priming
e a exposicdo a um novo evento estressante, pode habilitar a planta a gerar e armazenar
informac0es que permitam respostas mais rapidas e precisas (PASTOR et al., 2014). Pesquisas
pioneiras com a especies Nicotiana sylvestris, demonstraram uma “memoria imunologica”.
Essa resposta foi obtida mediante uma prévia indugdo com metil jasmonato, este, promoveu
apos seis dias um aumento nos niveis de nicotina nas plantas induzidas (BALDWIN &
SCHMELZ, 1996 apud BRUCE et al. 2007).

Apesar de ndo muito compreendidos, alguns autores descrevem 0s possiveis
mecanismos moleculares responsaveis pelo priming. A primeira hipétese envolve proteinas
sinalizadoras e acumulacdo de fatores de transcricdo. Por exemplo, o priming induz a
fosforilagdo de uma proteina quinase dependente de célcio (CDPK), levando a uma mudanca
conformacional e, em seguida, o estresse pode causar alteragdes nos niveis de Ca?* livres,

desencadeando a atividade da quinase, o que leva a uma sinalizacdo e uma mais rapida
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transcricdo de genes de defesa (CONRATH et al., 2006). A segunda hipotese inclui a acdo de
mecanismos epigenéticos (Figura 6). Tais mecanismos permitiriam ndo apenas efeitos
transitérios, mas uma “memoria’” mais longa, pois provocaria alteragdes que poderiam envolver
metilacdo do DNA e modificacao de histonas (BRUCE et al., 2007; CHINNUSAMY & ZHU,
2009; PASTOR et al., 2013).

Figura 6. Resumo do processo de formagdo do “stress imprint”: (Mecanismo 1) imprint formado por
acumulacdo de proteinas ou fatores de transcricdo; (Mecanismo 2) imprint formado por alteracéo

epigenética.

[ ESTRESSE (Pré-exposicao) ]

[PR]N[]NG]

Acumulo de proteinas ou
fatores de transcrigao
(Mecanismo 1)

\/

STRESS IMPRINT

[ESTRESSE (Nova exposi(;éio)] l -
\ RESPOSTA FISIOLOGICA
REFORCADA

Fonte: adaptado de Bruce et al. (2007).

Alteragdes epigenéticas
(Mecanismo 2)

A utilizacdo de tratamentos de pré-condicionamento (priming) é bastante difundida em
sementes (seed priming) por melhorar a tolerancia a seca e ao estresse salino (JISHA &
PUTHUR, 2014), aumentar a taxa germinativa (TAVILI et al., 2010), promover resisténcia a
pragas e patogenos (WORRALL et al., 2012), dentre outros.

Entre as técnicas utilizadas no pré-condicionamento de sementes, destacam-se: o
hidropriming, o osmocondicionamento e o halopriming (NAWAZ et al., 2013). Além dessas

trés principais é relatado uma infinidade de técnicas de pré-condicionamento que podem
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promover a germinagdo, aumentar o vigor da planta e promover resisténcia a estresses bioticos
e abioticos (JISHA, VIJAYAKUMARI & PUTHUR, 2013).

O hidropriming consiste na imersdo das sementes em agua antes da semeadura e
geralmente é utilizado em areas agricolas onde as condi¢6es ambientais sdo desfavoraveis para
a germinacdo das sementes (NAWAZ et al., 2013). Essa técnica é considerada simples e
econdmica e proporciona aumento na capacidade de ajustamento osmotico das sementes, 0 que
consequentemente aumenta o estabelecimento e a producdo em condicdes de estresse (KAUR
etal., 2002). O que pdde ser relatado em sementes de Bromus tomentellus, quando tratadas com
hidropriming apresentaram aumentos na taxa germinativa, no comprimento dos coledptilos, no
comprimento das plantas e em seu vigor (TAVILI et al., 2010).

Também conhecido como condicionamento osmatico, 0 osmocondicionamento consiste
na embebicdo das sementes por um periodo estabelecido em solugbes de acucar,
polietilenoglicol (PEG), glicerol, sorbitol ou manitol (NAWAZ et al., 2013). Essa técnica expde
a semente a um potencial osmotico baixo, para restringir a taxa de embebicéo e alongamento
(JISHA, VIJAYAKUMARI & PUTHUR, 2013). A utilizacdo de osmopriming em sementes de
Bromus inermis promoveu aumento na taxa germinativa, no comprimento dos coleoptilos e das
radiculas, no comprimento das plantas e em seu vigor (TAVILI et al., 2010).

Na técnica de halopriming, as sementes sdo imersas em solu¢des salinas, apresentando
concentrages toleraveis, com o intuito de facilitar o processo de germinacdo e emergéncia da
plantula em condi¢cdes ambientais adversas (JISHA & PUTHUR, 2014). Geralmente sdo
utilizados sais inorganicos como exemplo o NaCl, cloreto de calcio (CaCl,), sulfato de calcio
(CaS0.), nitrato de potassio (KNO3z) (NAWAZ et al., 2013).

Evidéncias indicam que o halopriming pode melhorar a germinagdo e emergéncia das
plantulas, contudo essa resposta vai depender da espécie (NAWAZ et al. 2013), como também
do tempo de pré-condicionamento e da sua concentracao. A utilizacdo de 50 mM de CaSOa ou
CaCl, como agentes pré-condicionantes de sementes de cultivares de Triticum aestivum L. foi
eficaz na tolerancia ao estresse salino, promovendo melhoria no vigor das mudas, melhor
acumulacio de ifons K*, Ca?" e menor acimulo de jons Na*. No mesmo experimento, a
utilizacdo de NaCl, na mesma concentracdo ndo promoveu 0os mesmos resultados (AFZAL et
al., 2008). Por outro lado, tratamento de halopriming com 35 mM de NaCl proporcionou
aumento no comprimento das brotagdes, na biomassa fresca e seca e no teor de proteinas, em
sementes de uma variedade sensivel ao NaCl de Vigna radiata (JISHA & PUTHUR, 2014).

Como forma de promover a ativacdo de respostas positivas, frente ao estresse, 0s
tratamentos de priming podem ser utilizados em outros 6rgaos vegetais, contudo, sdo poucos

0s registros desse tipo de pré-condicionamento. Em cana-de-agucar existem relatos da
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utilizacdo dessa técnica em rebolos (PATADE, BHARGAVA & SUPRASANNA, 2009, 2015;
PATADE, KUMARI & AHMED, 2011) como também em calos (MUNIR & AFTAB, 2011) e
plantas (MELO et al., 2014), ambos cultivadas in vitro.

O pré-condicionamento de rebolos de cana-de-agtcar com 100 mM de NaCl favoreceu
0 crescimento e o0 acumulo de biomassa fresca das plantas, promoveu reducgdo da senescéncia
foliar, melhor ajustamento osmotico por meio do acumulo de glicina betaina e ativagdo de
enzimas do sistema de defesa antioxidativo, quando diferentes variedades foram submetidas a
15 dias de estresse osmotico induzido por 150 mM de NaCl (-0,7 MPa) ou polietilenoglicol
(PEG 8000 20 % p/v) (Patade et al., 2009, 2015).

A utilizacdo de &cido ascorbico, como pré-condicionante durante o cultivo in vitro de
calos de Saccharum sp (cvs. HSF 240 e SPF 234) proporcionou aumento significativo no
numero de brotos e no comprimento da parte aérea das plantas regeneradas, além de promover
aumento na atividade das enzimas POD, CAT e SOD (MUNIR & AFTAB, 2011).

Tratamentos de halopriming in vitro, em plantas de diferentes variedades de cana-de-
actcar (RB98710 e RB867515) também favoreceram parametros de crescimento e ativaram o
sistema de defesa antioxidativo das plantas, quando estas foram submetidas a estresse salino
em estufa (MELO et al., 2014). Contudo, esse trabalho mais uma vez destaca que a
concentracdo do priming, o tempo de exposicao e a variedade foram fatores determinantes para
obtencdo de resultados positivos.

Diante do que foi descrito, os tratamentos de priming em variedades de cana-de-agucar,
cultivadas em sistema de biorreatores de imersdo temporaria, mostram-se como uma técnica
simples e de baixo custo, podendo ser capaz de promover adaptabilidade fisioldgica nas plantas

e favorecer o seu desenvolvimento em condicdes de estresse hidrico e salino.
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CAPITULO |

Induc&o de tolerancia a estresse salino em cana-de-agticar por meio de priming in vitro®

1 O manuscrito que compde o capitulo | sera submetido ao periédico Plant Biology (Anexo)
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RESUMO

Como forma de promover rustificacdo das plantas e geracdo de respostas efetivas a acdo de
estresses abidticos, foi realizado um pré-condicionamento (priming) com cloreto de sédio
(NaCl) em plantas de cana-de-acUcar da variedade RB867515, durante multiplicacdo in vitro
em sistema de biorreatores de imersdo temporaria (BIT). O priming caracterizou-se por quatro
periodos de imersdo: 0, 12, 24 e 36 h (SP, P12, P24 e P36, respectivamente), em meio MS
acrescido com 100 mM de NacCl. Posteriormente, as plantas foram aclimatizadas e submetidas
a estresse salino gradativo: SO = sem NaCl; S60 = 20—-40—60 mM de NaCl e S100 =
20—60—100 mM de NaCl, acrescido a solucéo nutritiva. O aumento da concentracdo salina
ocorreu a cada 10 dias, criando um estresse gradativo ao longo de 30 dias. Avaliou-se biomassa
seca da parte aérea (BSPA), raizes (BSR) e perfilhos (BSP), taxa de crescimento relativo do
didmetro da parte aérea (TCR®@) e numero de perfilhos (NP). Também foram determinados os
teores de sdédio (Na®), potassio (K*), cloreto (CI), peroxido de hidrogénio (H202) e
malondialdeido (MDA), além das atividades das enzimas superoxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT). O estresse salino ndo proporcionou reducéo da
BSPA, BSR, BSP e TCR@ das plantas pre-condicionadas durante 24 h. O priming preveniu o
acumulo de ions toxicos. A atividade da SOD, CAT e APX foi efetiva ao estresse salino,
proporcionando manutencdo dos niveis de H2O., nas plantas pré-condicionadas durante 24 h, o
que demonstra que o priming utilizado evitou 0 aumento do estresse oxidativo e favoreceu a

tolerancia a salinidade.

Palavras-chave Saccharum; pré-condicionamento; estresse oxidativo; malondialdeido;

perdxido de hidrogénio; enzimas antioxidantes
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INTRODUCAO

Fatores abidticos, como a salinidade prejudicam o crescimento, o desenvolvimento e a
produtividade das plantas, especialmente nas regifes aridas e semiaridas (Parihar et al. 2015).
Visando melhorar o desempenho das culturas frente ao estresse abi6tico, métodos de pré-
condicionamento (priming) sdo utilizados para promover a rustificacao das plantas, conferindo
maior tolerancia e assegurando a producéo e qualidade dos produtos. O pré-condicionamento
permite que a exposicao prévia a um agente estressante estimule a planta a responder de forma
mais efetiva a uma futura exposicao (Bruce et al. 2007).

O intervalo entre a percep¢do durante a aplicacdo de um priming e a exposi¢ao a um novo
estresse pode habilitar a planta a gerar e armazenar informagdes que permitam respostas mais
rapidas e precisas ao estresse (Pastor et al. 2014). Essas respostas envolvem o acimulo de
proteinas sinalizadoras, fatores de transcricdo e mecanismos de remodelagdo da cromatina
(Conrath et al. 2006; Bruce et al. 2007). A aplicacdo de priming é bastante difundida em
sementes (seed priming), proporcionando aumento da taxa germinativa (Atreya et al. 2009;
Bakht et al. 2011), aumento da capacidade de tolerancia a seca (Rivas et al. 2013) e tolerancia
ao estresse salino por cloreto de sodio (NaCl) (Patade et al. 2011). Em cana-de-agucar ja foram
relatados tratamentos de aplicagéo de priming com NaCl em rebolos (Patade et al. 2009, 2015),
em calos cultivados in vitro (Munir & Aftab 2011), como também em plantas cultivadas em
sistema de biorreatores de imerséo temporaria, em trabalhos prévios do grupo (Melo et al.
2014).

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é uma planta glicofita, com moderada sensibilidade
ao estresse salino. No Nordeste Brasileiro, a Zona da Mata é a regido que apresenta as melhores
condigdes climaticas para o desenvolvimento da agricultura canavieira e ultimamente, essa
atividade vem se expandindo para regides semiaridas, onde se desenvolve uma agricultura
irrigada (Oliveira & Braga 2011). Contudo, essas regides muitas vezes sdo afetadas pela
crescente ocorréncia de solos com sinais de salinizacdo e a ocorréncia de aguas com elevados
teores de sais (Cirilo et al. 2010).

Um dos principais fatores que afetam negativamente a produtividade das glicofitas é a
salinidade, por comprometer os principais processos metabolicos dos vegetais (Munns & Tester
2008; Willadino & Camara 2010). Esse fato ocorre devido ao excesso de NaCl o qual provoca
toxidade pelo desequilibrio osmético e i6nico em muitas espécies. Plantas como as glicéfitas
conseguem sobreviver em um solo contendo uma grande variedade de ions soltveis em sua
solucdo, porém apenas algumas espécies conseguem sobreviver aos ions sédio, estes quando

em elevadas concentracdes séo prejudiciais (Badar-uz-Zaman et al. 2012).
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O excesso de fons sodio (Na*) e cloreto (CI") na solugdo do solo provocam inibicdo do
crescimento (Bakht et al. 2011), isso porque quando em altas concentracBes, esses ions
provocam um desbalango nutricional, produzindo relacdes extremas de Na*:K*, Na*:Ca?",
Ca?":Mg®" e CI":NOs’, 0 que pode danificar a estrutura e a composicdo das células vegetais
(Evelin et al. 2012). Além disso, o acimulo de sais nos cloroplastos pode exercer um efeito
toxico direto sobre os processos bioguimicos e fotoquimicos (Munns & Tester 2008).

A salinidade pode provocar o acimulo excessivo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Estas, quando em baixas concentracGes, participam de processos de sinalizagdo importantes
durante o crescimento, desenvolvimento e aclimatacdo ao estresse (Passaia & Margis-Pinheiro
2015), porém quando em altas concentragdes proporcionam distirbios metabdlicos graves, que
caracterizam o estresse oxidativo (Gil & Tuteja 2010).

Em compartimentos celulares onde as atividades metabolicas sdo altamente oxidantes, o
oxigénio molecular (O2), pode reagir com elétrons e originar ROS, na forma de radicais, como
0 superdxido (O2*) e o radical hidroxila (OH®), como também na forma molecular, como o
peroxido de hidrogénio (H202) (Sharma et al. 2012). Para suportar 0 estresse oxidativo,
impedindo que o mesmo provoque danos irreversiveis as células, as plantas utilizam
mecanismos eficientes de defesa, formados por metabdlitos antioxidantes e enzimas (You &
Chan 2015). As enzimas antioxidantes podem ser encontradas nos diferentes compartimentos
celulares e sdo essenciais para a manutencdo adequada dos organismos, isso porque, contribuem
para o controle das ROS em plantas, proporcionando um estadio de homeostase redox no
sistema (Barbosa et al., 2014). Com forma de manter essa homeostase, enzimas como a
superoxido dismutase (SOD), age na dismutacdo do radical O2*", o que reduz os riscos de
formacdo do radical OH* (Dinakar et al. 2012). Essa reducdo na formagdo do radical OH*® é
importante porgue ele é considerado o radical mais reativo e por possuir um anico elétron ndo
emparelhado, pode reagir com o oxigénio no estado fundamental, podendo provocar & morte
celular (Sharma et al. 2012). Em outra linha de defesa, enzimas como a ascorbato peroxidase
(APX) e a catalase (CAT) estdo envolvidas em mecanismos de eliminacdo do H>O. (You &
Chan 2015), molécula que pode se difundir através das membranas, podendo agir como
sinalizadora do estresse ou promotora da morte celular (Quan et al. 2008).

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a tolerancia ao estresse salino
gradativo em plantas de cana-de-acUcar aclimatizadas apds micropropagacdo sob diferentes

tempos de exposicdo ao priming com 100 mM de NacCl.
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MATERIAL E METODOS
Material vegetal e condigdes de cultivo

Para a montagem do experimento, foram selecionadas vinte plantas de cana-de-acUcar,
da variedade RB867515, provenientes de cultivo in vitro, apresentando cerca de 4 cm de altura.
As plantas foram submetidas a uma fase de multiplicacdo em sistema de biorreatores de imerséo
temporéria (BIT), contendo um litro de meio de cultivo, composto pelos sais e vitaminas do
meio MS (Murashige & Skoog 1962), suplementado com 30 g L™ de sacarose; 0,1 g L de
inositol; 0,2 mg L™ de 6-benzilaminopurina (BAP); 0,1 mg L™ de cinetina (KIN); 0,05 g L™ de

acido citrico e 0,05 g L™t de 4cido ascorbico.

Pré-condicionamento in vitro com cloreto de sédio (NaCl)

Durante a fase de multiplicacdo in vitro, as vinte plantas receberam tratamentos de pre-
condicionamento (priming), caracterizados pela adi¢cdo de 100 mM NaCl ao meio de cultivo,
durante trés periodos de imersdo: 12 h, 24 h e 36 h (P12, P24 e P36, respectivamente), além do
tratamento controle (SP). O ciclo de imersao diario, do BIT foi constituido por oito imersdes a
cada trés horas, com duracdo de trés minutos cada uma. As plantas permaneceram recebendo
esse ciclo durante 21 dias. Apds a fase de multiplicacdo, as plantas foram submetidas a uma
fase de enraizamento em meio com composic¢ao similar ao meio de multiplicagdo, contendo 1
mg L de 4cido a-naftalenoacético (ANA), sem a adicdo do NaCl, do BAP e da KIN,
permanecendo nessas condic¢des durante 30 dias.

Durante todo o periodo experimental in vitro, as plantas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 25 * 2°C, sob fotoperiodo de 16 h e intensidade luminosa de
50 pmol m2 s,

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido por quatro
tratamentos de priming in vitro (SP, P12, P24 e P36), sendo utilizadas quatro repeticdes, por

tratamento.

Aclimatizacao das plantas

Apos o cultivo in vitro, foram selecionadas cerca de 200 plantas de cada tratamento de
priming in vitro e as mesmas foram aclimatizadas, separadamente, em bandejas de
polipropileno com 98 células, contendo aproximadamente 35 c¢cm® de substrato comercial
Carolina Soil® (Fig. 1). As plantas permaneceram em estufa com sistema de nebulizacgéo,

durante 35 dias e apds esse periodo, foram transplantadas para sacos de polietileno (capacidade
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para 6 Kg) contendo 5 Kg de areia lavada, contendo brita na superficie, como forma de reduzir
a evaporacdo e evitar a proliferacdo de microalgas. Nessa fase, as plantas permaneceram em
estufa sem sistema de nebulizacdo, onde foram fertirrigadas diariamente com uma solucdo
nutritiva composta por 0,7428 g L de Kristalon® e 0,8400 g L* de Calcinit®, durante 15 dias,

antes da aplicagéo do estresse.

Fig. 1. Plantas de cana-de-acUcar da variedade RB867515 aos 15 dias de aclimatizacdo. (A) Plantas

provenientes do tratamento controle SP. (B) Plantas provenientes do priming P12 = 12 h. (C) Plantas
provenientes do priming P24 = 24 h. (D) plantas provenientes do priming P36 = 36 h. Barra: 8 cm.

Aplicacéo de estresse salino ex vitro

ApoOs a aclimatizacdo, 12 plantas de cada tratamento de priming in vitro, foram
submetidas a um experimento de indugédo de estresse salino, no qual, as mesmas receberam
solugédo nutritiva com metade da forca idnica, acrescida de NaCl. O experimento de estresse
salino consistiu de um tratamento controle (S0), sem adicdo de sal na solucéo de fertirrigacéo,
com condutividade elétrica (CE) de 1,20 dS m™ e dois tratamentos com aumento gradativo da
concentragdo de NaCl: S60 = 20—-40—60 mM de NaCl; CE de 3,49; 4,50 e 8,00 dS m™,
respectivamente e S100 = 20—»60—100 mM de NaCl; CE de 3,49; 8,00 e 11,28 dS m*,
respectivamente. O aumento na concentracdo de NaCl ocorreu com um incremento de 20 mM
(S60) ou de 40 mM (S100) a cada 10 dias, de forma a criar um estresse salino gradativo ao

longo de 30 dias.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, distribuido em um arranjo
fatorial 4 x 3, constituido por quatro tratamentos de priming in vitro (SP, P12, P24 e P36) e trés
niveis salinos (SO, S60 e S100), sendo utilizadas quatro repeticdes por tratamento, durante o
periodo de estresse ex vitro.

Avaliac6es biométricas e bioguimicas

Durante o periodo de estresse salino (30 dias), as variaveis de crescimento analisadas
foram: namero de perfilhos (NP) e taxa de crescimento relativo de didmetro da parte aérea
(TCR®@). A TCR@ foi calculada pela (Eg. 1):

L,(didmetro final) — L,(didmetro inicial)

TCR@ = T2 —T1

ey

em que L, é o logaritmo neperiano; T1 e T2 sdo os tempos de cultivo, inicial e final,
respectivamente (Cairo et al. 2008).

Apos o periodo de estresse salino, amostras de parte aérea, perfilhos e raizes foram
coletadas, acondicionados em sacos de papel previamente identificados e levados a estufa de
ventilacdo forcada a temperatura de 70°C até peso constante. Em balanca analitica foram
determinadas as biomassas secas da parte aérea (BSPA), das raizes (BSR) e dos perfilhos (BSP)
e posteriormente as amostras foram trituradas em moinho do tipo Wiley. Foram determinados
os teores de sédio (Na*) e potassio (K*) através de fotometria de chama e para determinacédo de
cloreto (CI") foi utilizada a titulometria do nitrato de prata pelo método de Mohr (Malavolta et
al. 1989).

As andlises biométricas e as analises de teores de Na*, K" e CI" foram realizadas nas
quatro repeticdes, durante o cultivo em estufa.

As variaveis bioguimicas analisadas na parte aérea, perfilhos e raizes foram: teor de
peroxido de hidrogénio (H202) e de malondialdeido (MDA); atividade das enzimas superdxido
dismutase (SOD — EC 1.15.1.1), ascorbato peroxidase (APX — EC 1.11.1.11) e catalase (CAT
—EC 1.11.1.6).

Amostras de folhas frescas foram homogeneizadas em 2 mL de &cido tricloroacético
(TCA) 0,1%, contendo aproximadamente 20% de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g durante 15 minutos a -4°C. Esse extrato foi utilizado
para determinagdo do H202, do qual foi coletado 200 pL do sobrenadante, sendo adicionado
800 puL de iodeto de potassio (KI) a 1 M e 200 puL de tampao fosfato de potéassio (pH 7,5) a 1

M. As amostras permaneceram em gelo e no escuro durante uma hora. Apos este periodo, as
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amostras foram retiradas do gelo e mantidas em temperatura ambiente para estabilizacdo da
reacdo, e em seguida foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 390 nm (Alexieva et al.
2001). O mesmo extrato foi utilizado para a quantificagdo do MDA, de acordo com Health &
Packer (1968). Foi coletado 250 uL de sobrenadante, ao qual foi adicionado 1 mL de solugao
composta por acido tricloroacético (TCA — 20%) e acido tiobarbitarico (TBA — 0,5%). A
solucdo foi mantida em banho-maria a 95°C durante 30 minutos, passando por um rapido
resfriamento por 10 minutos. Antes da leitura em espectrofotdometro a 535 e 600 nm, as
amostras foram centrifugadas por mais 10 minutos a 10.000 g.

Foram homogeneizadas em nitrogénio liquido, 500 mg de folhas frescas com 2 mL de
tampdo de extragdo composto por fosfato de potassio monobasico e dibasico, ambos a 1M (pH
7,5) e 20% de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g
a uma temperatura de -4°C durante 20 minutos (modificado de Zeraik et al. 2008). O
sobrenadante foi armazenado em freezer a -20°C para posterior determinagdo das proteinas
soluveis totais e das atividades enzimaticas.

A determinacdo do teor de proteinas sollveis seguiu 0 método descrito por Bradford
(1976), no qual as solugdes padroes (100 pul) e os extratos das amostras (100 pl) receberam 2
ml do reagente coomassie brilliant blue. Os padrdes foram preparados com albumina de soro
bovino (BSA) e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro em um comprimento de onda
de 595 nm, sendo o contetido de proteina expresso em mg de proteina soltvel g de matéria
fresca.

A analise da atividade da CAT seguiu a metodologia proposta por Berrs & Sizer (1952).
A reacdo foi constituida por uma solugdo contendo 1390 pL do tampao fosfato de potassio
monobasico 100 mM (pH 7,0), 50 uL do extrato enzimatico e 60 puL de peroxido de hidrogénio
(0,5 M). As leituras foram feitas no tempo zero e aos 60 segundos, a uma temperatura de 25°C
em espectrofotdmetro a 240 nm. A atividade enzimatica foi determinada pela decomposicao do
H,0O2 durante 1 min e expressa em mmol H.O, mg™? proteina min™,

A atividade da APX foi realizada mediante a metodologia de Nakano & Asada (1981). A
reacdo foi constituida por uma solu¢do contendo 1335 pL de tampdo fosfato de potéssio
monobasico a 50 mM (pH 6,0), 75 puL do extrato enzimatico, 75 pL de acido ascorbico a 10
mM e 15 pL de perdxido de hidrogénio (H202) a 100 mM. As leituras foram realizadas no
tempo zero e aos 60 segundos, em espectrofotdmetro a 290 nm. A atividade enzimatica foi
expressa em mmol Ascorbato mg? proteina min e calculada usando o coeficiente de extingéo

molar de 2,8 mM* cm™ de ascorbato.
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A atividade da superdxido dismutase foi determinada seguindo a metodologia de
Giannopolitis & Reis (1977). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro em um comprimento
de onda de 560 nm e a atividade da SOD expressa em U SOD mgproteina.

Para as analises bioquimicas foram selecionadas trés repeticfes, de cada tratamento, com

as quais foram feitas leituras em triplicatas para cada uma.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade, utilizando o programa de analises estatisticas
Assistat 7.7 (Assis & Silva 2013).

RESULTADOS
Biometria e biomassa

Os tratamentos de priming por 12 h (P12) e 24 h (P24) preveniram a reducdo da BSPA e
da TCR@ de plantas submetidas ao estresse salino gradativo em estufa, independente da
concentracdo de NaCl. A producdo de BSR das plantas do P24 também apresentaram 0s
mesmos resultados (Tabela 1). A auséncia do pré-condicionamento (SP) in vitro bem como a
aplicacdo do tratamento de priming mais prolongado (P36), por outro lado, resultaram em queda
na producdo de BSPA (Fig. 2), bem como na TCR@ quando as plantas aclimatizadas foram

expostas ao estresse salino mais severo (100 mM de NaCl).

Tabela 1. Biomassa seca da parte aérea (BSPA) e das raizes (BSR), e taxa de crescimento relativo do
didmetro da parte aérea (TCR®@) de plantas de cana-de-agUcar da variedade RB867515 provenientes de
tratamentos de priming in vitro (SP = sem priming; P12 = 12 h; P24 = 24 h; P36 = 36 h) na fase de
multiplicacdo em biorreatores de imersdo temporaria (BIT), aos 30 dias de estresse salino gradativo (SO
= controle; S60 = 20—»40—60 mM de NaCl; S100 = 20—60—100 mM de NaCl).

Priming BSPA (g) BSR (g) TCR@ (mm mm dia")

in vitro SO S60 S100 SO S60 S100 SO S60 S100

SP 9,57aA 7,79aAB 6,47aB | 4,54aA 3,07aAB 2,55aB | 0,053aA 0,046aAB 0,044aB
P12 9,28aA 7,36aA  7,39aA | 4,23aA 3,24aAB 2,49aB | 0,048aA 0,042aA  0,041aA
P24 11,08aA 8,62aA  8,14aA | 3,78aA 3,20aA  2,93aA | 0,050aA 0,043aA  0,044aA
P36 9,26aA 8,07aAB 5,08aB |2,83aA 2,76aA  2,00aA | 0,052aA 0,045aAB 0,037aB

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade (mindscula entre

tratamentos de priming in vitro e maidscula entre tratamentos de estresse salino gradativo).
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Fig. 2. Plantas de cana-de-agUcar da varledade RB867515 provenlentes de tratamentos de priming in
vitro (SP = sem priming; P12 = 12 h; P24 = 24 h; P36 = 36 h) aos 30 dias de estresse salino gradativo
(SPC, P1C, P2C e P3C = controle; SPS1, P1S1, P2S1 e P3S1 = 20—40—60 mM de NaCl — S60); SPS2,
P1S2, P2S2 e P3S2 = 20—-60—100 mM de NaCl — S100). Barra: 12 cm

As plantas da variedade RB867515, que ndo passaram pelo pré-condicionamento, quando
submetidas ao estresse salino gradativo, apresentaram uma menor quantidade de perfilhos e
reducdo da BSP (Tabela 2). Por outro lado, o estresse salino ndo afetou o perfilhamento e a BSP
das plantas dos tratamentos P24 e P36 (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de perfilhos (NP) e biomassa seca dos perfilhos (BSP) de plantas de cana-de-agUcar
da variedade RB867515 provenientes de tratamentos de priming in vitro (SP = sem priming; P12 = 12
h; P24 = 24 h; P36 = 36 h) na fase de multiplicacdo em biorreatores de imersdo temporéria (BIT), aos
30 dias de estresse salino gradativo (SO = controle; S60 = 20—»40—60 mM de NaCl; S100 =
20—60—100 mM de NaCl).

Priming in NP BSP (9)
vitro SO S60 S100 SO S60 S100
SP 5,00aA 3,00aB 4,25aAB 6,40abA 3,16aB 3,44aB
P12 4,50aA 5,00aA 3,75aA 7,97aA 2,78aB 3,13aB
P24 3,50aA 4,25aA 3,25aA 5,60abA 5,11aA 4,26aA
P36 3,25aA 4,50aA 3,75aA 4,64bA 3,60aA 2,57aA

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade (minUscula entre

tratamentos de priming in vitro e maidscula entre tratamentos de estresse salino gradativo).
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Teores de Na*, K*e CI

Quanto maior a concentracgdo salina na solugédo nutritiva de irrigacéo (S100), maior foi a
concentracdo de ions Na* na parte aérea, nas raizes e nos perfilhos provenientes de plantas dos
tratamentos SP e P36 (Tabela 3). A parte aérea das plantas submetidas ao priming durante 12 e
24 h (P12 e P24), tiveram aumento no teor de Na* com a adi¢do de 60 mM de NaCl, o qual foi
mantido sob estresse com 100 mM de NaCl, nas raizes, esse padréo de aumento so foi verificado
naquelas provenientes do pré-condicionamento durante 12 h (P12) (Tabela 3). Perfilhos
provenientes de plantas submetidas aos tratamentos com priming in vitro, apresentaram uma
menor concentracdo de ions Na*, quando expostos a uma concentracdo salina mais elevada
(Tabela 3).

A aplicacdo do estresse salino (S60 e S100) aumentou a concentracdo de K™ na parte aérea
das plantas, dos tratamentos SP e P12 (Tabela 3). Nas raizes das plantas do SP e P24 o teor de
K* foi menor em relagdo ao controle, nos dois niveis salinos (Tabela 3). Nos perfilhos, o efeito
do priming sobre o teor de K* foi significativo apenas no tratamento controle (S0) observando-
se um acumulo nas plantas do P12. Com o estresse salino essas plantas apresentaram reducéo
da concentracdo desse cation, mas mantiveram teores correspondentes as plantas dos demais
tratamentos de priming (Tabela 3).

A relacdo Na*/K" na parte aérea e na raiz aumentou de acordo com o aumento da
concentracdo salina (Tabela 3). Os perfilhos provenientes dos tratamentos P12, P24 e P36
apresentaram uma maior relacdo Na*/K*, quando submetidos a 100 mM de NaCl, ou seja,
estresse salino mais severo (Tabela 3).

O estresse salino promoveu aumento no teor Cl™ na parte aérea das plantas que nao foram
pré-condicionadas (Tabela 3). Os tratamentos de priming (P12, P24 e P36) preveniram o
acumulo de CI na parte aérea das plantas que receberam até 60 mM de NaCl. O mesmo padréo
foi obtido nas plantas pré-condicionadas durante 12 e 24 h e submetidas a 100 mM de NaCl.

Nas raizes e nos perfilhos 0 aumento da concentracdo salina promoveu aumento nos ions Cl .



MELO, G. M. Adaptabilidade fisioldgica ao estresse abiético induzida pela aplicagio de priming in vitro em plantas de cana-de-agticar.

62

Tabela 3. Teores de sodio (Na*), potassio (K*), relacdo Na*/K e cloreto (CI) da parte aérea, raizes e

perfilhos de plantas de cana-de-agucar da variedade RB867515 provenientes de tratamentos de priming
in vitro (SP = sem priming; P12 =12 h; P24 =24 h; P36 = 36 h) na fase de multiplicacdo em biorreatores

de imersdo temporaria (BIT), aos 30 dias de estresse salino gradativo (SO = controle; S60 = 20—40—60

mM de NaCl; S100 = 20—60—100 mM de NaCl).

Parte aérea

Priming Na* (g Kg?) K*(g Kg?) Relacdo Na*/K*

in vitro S0 S60 S100 S0 S60 S100 S0 S60 5100
SP 0,51aC 2,53aB 4,13aA |34,77aB 39,54aA 40,11aA | 0,01aC 0,06aB 0,10aA
P12 0,78aB 2,80aA 3,07aA |34,77aB 37,83aA 40,11aA | 0,02aB 0,07aA 0,08aA
P24 1,05aB 2,80aA 3,33aA |36,71aB 37,26aB 40,40aA | 0,03aB 0,08aA 0,08aA
P36 1,05aC 2,80aB 4,40aA |37,26aB 38,12aB 41,82aA | 0,03aB 0,07aA 0,10aA

Raizes

Priming Na* (g Kg?) K*(g Kg?) Relagdo Na*/K*

invitro SO S60 S100 S0 S60 S100 S0 S60 S100
SP 9,47aC 17,73bB 29,47aA| 15,90aA 6,78aB 11,05aB | 0,60aB  2,83aA 2,96aA
P12 13,47aB 26,27aA 26,27aA| 11,05aA 7,64aA 11,05aA | 1,22aC  3,44aA 2,39aB
P24 10,27aC 21,73abB 28,13aA| 12,19aA 7,07aB 11,34aAB| 0,85aB  3,08aA 2,59aA
P36 8,13aC 22,80abB 32,40aA| 11,05aA 6,21aB 14,47aA | 0,76aC 3,76aA 2,25aB

Perfilhos

Priming Na* (g Kg?) K*(g Kg?) Relagdo Na*/K*

in vitro SO S60 S100 SO S60 S100 SO S60 S100
SP 1,47aC 9,20aB 14,53aA |42,11bA 42,39aA 39,54aA | 0,35aC 0,22aB  0,37aA
P12 2,27aB 7,87abA 7,07bA |52,65aA 43,54aB 41,54aB| 0,43aB 0,18abA 0,17bA
P24 0,67aB 7,07abA 8,67bA [42,11bA 41,25aA 39,26aA | 0,02aB 0,17abA 0,22bA
P36 0,67aC 4,93bB  8,93bA [41,82bA 39,83aA 42,68aA | 0,02aC 0,12bB  0,21bA

Cl(mgg?)

Priming Parte aérea Raizes Perfilhos

in vitro SO S60 S100 SO S60 S100 SO S60 S100
SP  21,86aB 27,33aA 25,70aA |12,33aC 19,79aB 26,96bA |19,35aC 27,25aB 32,79bA
P12 20,53abA 22,30bA 22,31bA |11,08aB 25,48aA 28,29bA |23,56aC 28,14aB 33,38abA
P24 18,91bA 21,27bA 21,27bA |13,07aC 22,38aB 35,16aA |19,43aC 27,63aB 37,30aA
P36 21,86aA 21,05bA 23,34abA|10,86aC 23,19aB 29,84abA|21,42aA 25,11aA 22,75CA

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade (mindscula entre

tratamentos de priming in vitro e mailscula entre tratamentos de estresse salino gradativo).
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Teores de MDA, H20: e atividade enziméatica do sistema de defesa antioxidativo

O teor de MDA na parte aérea das plantas do tratamento SP foi superior ao das plantas
dos demais tratamentos de priming, quando submetidas a 60 mM de NaCl (Tabela 4). Quando
a concentracdo salina chegou a 100 mM de NaCl o teor de MDA elevou-se na parte aérea de
todas as plantas, independente do priming (Tabela 4).

Nas raizes, praticamente ndo se observou efeito dos tratamentos sobre o teor de MDA
(Tabela 4). Os perfilhos provenientes de plantas pré-condicionadas apresentaram maior
concentracdo de MDA, quando submetidos ao estresse salino (Tabela 4).

Tabela 4. Teor de malondialdeido (MDA\) da parte aérea, perfilhos e raizes de plantas de cana-de-agUcar
da variedade RB867515 provenientes de tratamentos de priming in vitro (SP = sem priming; P12 = 12
h; P24 = 24 h; P36 = 36 h) na fase de multiplicacdo em biorreatores de imersdo temporaria (BIT), aos
30 dias de estresse salino gradativo (SO = controle; S60 = 20—»40—-60 mM de NaCl; S100 =
20—60—100 mM de NaCl).

MDA (nmol g* matéria fresca)

Priming
Parte aérea Raizes Perfilhos

SO S60 S100 SO S60 S100 SO S60 S100
SP  3,27abB 4,80aA  5,07aA | 2,30abA 2,43aA 2,27aA | 2,60aA 2,63bA  3,03cA
P12 3,87aB  4,17abB 5,50aA | 2,03abA 2,37aA 2,60aA | 2,93aB 4,23aA  4,33abA
P24 2,07bB  3,03bB  5,03aA | 2,63aA  2,53aA 2,37aA | 3,53aB 3,97aA  3,83bcA
P36 4,00aB  3,80abB 5,83aA | 1,67bA  2,17aA 2,13aA | 3,17aB 3,20abB 5,10aA

in vitro

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade (mindscula entre

tratamentos de priming in vitro e mailscula entre tratamentos de estresse salino gradativo).

A aplicacdo do estresse salino aumentou o teor de H>O» na parte aérea das plantas que
ndo foram pré-condicionadas e submetidas a 60 mM de NaCl. A geracdo de H>O> na parte aérea
de plantas submetidas ao S60, foi menor naquelas pré-condicionadas durante 12 e 24 h (P12 e
P24), quando comparadas com aquelas dos tratamentos SP e P36 (Tabela 5). Nas raizes, o pré-
condicionamento durante 24h (P24) proporcionou um menor teor de H.O> (Tabela 5).

Nos perfilhos provenientes das plantas dos tratamentos P24 e P36 ndo foi verificado
aumento no teor de H.O5, entretanto, nos perfilhos das plantas do tratamento SP o estresse
salino proporcionou aumento no teor dessa ROS (Tabela 6).

As plantas tratadas com 100 mM de NaCl durante 12 e 24 h (P12 e P24) e que receberam
até 60 mM de NaCl durante o estresse ex vitro, apresentaram menor atividade da SOD. Também

foi observado que as plantas do P24 ndo demonstraram aumento significativo em sua atividade
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com aplicacdo de NaCl (Tabela 5). Quando comparado parte aérea e raizes, verifica-se que o
aumento da concentracdo salina proporcionou uma alta atividade da SOD nos érgdos
radiculares (Tabela 5).

As raizes provenientes dos tratamentos SP, P12 e P24 obtiveram uma menor atividade da
SOD, quando comparadas ao tratamento P36 (Tabela 5). O estresse salino também nao
promoveu aumento na atividade da SOD, nos perfilhos provenientes das plantas tratadas com
priming durante 12 h (P12) e os perfilhos provenientes de todos os tratamentos de priming
apresentaram uma menor atividade dessa enzima, quando submetidos a 100 mM de NaCl
(Tabela 6).

Os resultados da atividade da APX mostram respostas diferentes & aplicacdo de rega
salina, dentro dos tratamentos de pré-condicionamento (Tabela 5). Comparando os valores de
atividade da APX entre a parte aérea das plantas dos tratamentos de priming, verifica-se que
aquelas pré-condicionadas durante 24 h apresentaram menor ativacdo da APX, quando
submetidas ao estresse salino. A atividade da CAT, por sua vez, ndo foi afetada pelo tratamento
salino na parte aérea das plantas pré-condicionadas, mas aumentou nas plantas ndo pré-
condicionadas, quando receberam fertirrigacdo com 60 mM de NaCl, apresentando um
decréscimo de aproximadamente 3%, quando a concentracdo chegou a 100 mM de NaCl
(Tabela 5).

Nas raizes pré-condicionadas durante 36 h (P36), assim como a SOD, a atividade da APX
e da CAT também apresentaram o0s maiores valores, quando submetidas aos dois niveis de
estresse salino (Tabela 5). Entretanto, nos perfilhos a atividade da APX e da CAT foi menos
expressiva nesse tratamento (Tabela 6). A maior atividade da APX foi verificada nos perfilhos
provenientes de plantas pré-condicionadas durante 12 e 24 h, para os dois niveis salinos,
enguanto que a CAT s0 apresentou aumento na atividade naquelas submetidas a até 60 mM de

NaCl e provenientes de tratamento de priming in vitro, durante 24 h (Tabela 6).
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Tabela 5. Teor de peroxido de hidrogénio (H20,) e atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) na parte

aérea e raizes de plantas de cana-de-agucar da variedade RB867515 provenientes de tratamentos de priming in vitro (SP = sem priming; P12 = 12 h; P24 = 24

h; P36 = 36 h) na fase de multiplicacdo em biorreatores de imersao temporéria (BIT), aos 30 dias de estresse salino gradativo (SO = controle; S60 = 20—40—60

mM de NaCl; S100 = 20—60—100 mM de NaCl).

Parte aérea

o H.0> SOD APX CAT
F_’rmeg (umol g* matéria fresca) (U SOD mg*proteina) (mmol AsA mg* proteina min*) |(mmol H,O, mg* proteina min™)
in vitro SO S60 5100 S0 S60 S100 S0 S60 5100 S0 S60 S100
SP 0,867aB  1,033abA 0,967cAB | 5,65aC 7,59aB 10,45aA 2,27bB 3,561bA 3,51aA | 0,151aB 0,225aA 0,219aAB
P12 0,900aB  0,967bcB 1,500aA 4,51abB 2,98bB 9,34aA 2,85abB 511aA 3,43aB | 0,178aA 0,207aA 0,163aA
P24 0,500bC 0,800cB  1,400aA 5,48aA 2,90bB 3,85bAB | 3,63aA 1,99cB 1,41bB | 0,167aA 0,103bA 0,143aA
P36 0,533bB  1,167aA  1,167bA 3,16bB 8,50aA 4,65bB 2,80abA 3,26bA 3,20aA | 0,185aA 0,245aA 0,191aA
Raizes
- H20, SOD APX CAT
Priming ] ) ]
o (umol gt matéria fresca) (U SOD mg*proteina) (mmol AsA mg? proteina min®?) (mmol H.O, mg? proteina min?)
in vitro SO S60 S100 SO S60 S100 S0 S60 S100 S0 S60 S100
SP 0,207bA  0,207bcA  0,230bA 18,90bA 29,68bA 40,05bA | 31,37dB  4555cA  45,14bA | 2,18bcA 2,19bA 1,98 bA
P12 0,343aB  0,493aA 0,323bB 13,31bB  21,46bAB  50,11bA | 72,42bA 57,31bB  32,82cC | 2,94abA 1,74bB 2,09 bB
P24 0,097cA 0,107cA 0,107cA 13,32bA  37,75bA 34,73bA | 44,06cA  46,05cA  26,47cB | 1,75cA 1,87bA 0,94cB
P36 0,333aB  0,297bB 0,680aA |131,63aA 94,74aB  132,15aA |154,29aB 120,13aC 187,96aA | 3,40aA 4,08aA 356aA

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade (minUscula entre tratamentos de priming in vitro e maiGscula entre tratamentos

de estresse salino gradativo).
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Tabela 6. Teor de peroxido de hidrogénio (H20,) e atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) nos

perfilhos de plantas de cana-de-acucar da variedade RB867515 provenientes de tratamentos de priming in vitro (SP = sem priming; P12 = 12 h; P24 = 24 h; P36

= 36 h) na fase de multiplicagdo em biorreatores de imersdo temporéria (BIT), aos 30 dias de estresse salino gradativo (SO = controle; S60 = 20—+40—60 mM

de NaCl; S100 = 20—-60—100 mM de NaCl).

Perfilhos

- H.0, SOD APX CAT

F:::::f (umol gt matéria fresca) (U SOD mg*proteina) (mmol AsA mg* proteina min?) |(mmol H.O, mg? proteina min?)

S60 S100 S0 S60 S100 SO S60 5100 S0 S60 S100

SP 0,667aB 1,100aA 1,033aA 2431aB  25,10aB 34,65aA 18,70aA  12,02bB 16,65bA | 0,342bA 0,229cB  0,277abB
P12 0,733aB 1,067aA 0,867aAB 7,10bA 9,95bA 15,08bA 13,02bB  24,91aA 25,06aA | 0,399bA 0,370bA 0,304aB
P24 0,667aA 0,900aA 0,700aA 16,17abB  28,27aA 19,14bAB | 14,82abB 22,98aA 21,61aA | 0,523aA 0,468aA 0,272abB
P36 0,633aA 0,833aA 0,867aA 11,69bA  19,62abA  13,02bA 13,91bA  11,36bA 10,51cA | 0,253cA 0,266CcA 0,235bA

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade (minUscula entre tratamentos de priming in vitro e maitscula entre tratamentos

de estresse salino gradativo).
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DISCUSSAO
Biometria e biomassa

A pré-exposicdo a estresses abidticos, pode alterar as respostas metabdlicas subsequentes,
melhorando a tolerancia das plantas a futuras exposic¢@es (Ding et al. 2013). Trabalhos de pre-
condicionamento com 100 mM de NaCl em rebolos de cana-de-acUcar, registraram efeito
benéfico sobre a biomassa fresca, a altura da planta e a largura das folhas, quando estas foram
submetidas a 15 dias de estresse osmotico induzido por 150 mM de NaCl (-0,7 MPa) ou
polietilenoglicol (PEG 8000 20 % p/v) (Patade et al. 2009; Patade et al. 2012). Resultados
semelhantes, quanto a biomassa seca de parte aérea e raizes de Sorghum bicolor, foram
observados quando as sementes da espécie foram pré-condicionadas com 80 UM de acetato de
sodio tri-hidratado (CH3COONa-3H,0) (Daffalla et al. 2014). Os dados de BSPA, BSR e
TCR@ (Tabela 1) demonstram que o priming P24 foi efetivo e conseguiu evitar um efeito
negativo em relacdo ao crescimento dessas plantas, quando expostas ao estresse salino. Essas
respostas sdo alcangadas porque os procedimentos de pré-condicionamento ou priming
“habilitam” a planta para enfrentar um evento de estresse secundario ap6s a exposi¢ao a um
estresse priméario (Conrath et al. 2006; Kilian et al. 2012). De acordo com Jaskiewicz et al.
(2011), essa capacidade de apresentar respostas positivas, quando expostas a um novo ciclo de
estresse seria possivel devido a ativacdo da expressdo de genes através da modificacdo de
histonas.

Um estresse suave ou severo € reconhecido por diferentes elementos do sistema de
deteccdo das células vegetais, responsaveis pela inducédo da via de ativacdo de genes de resposta
ao estresse, a partir de moléculas sinalizadoras (Kacperska 2004). A intensidade e o tempo de
exposicdo a um fator de estresse podem desencadear respostas positivas ou negativas
(Lichtenthaler 2004). Essas respostas foram confirmadas através do menor acimulo da BSPA
e da TCR(@ (Tabela 1) das plantas dos tratamentos SP e P36, 0 que evidencia, que a intensidade
e/ou duracdo do tratamento pré-condicionante € um aspecto que precisa ser levado em conta no
estabelecimento de um protocolo de priming. Em outras espécies como Vigna radiata a
aplicacdo do priming também ndo se mostrou eficiente para manter a biomassa das plantas,
quando as mesmas foram submetidas ao estresse salino (Jisha & Puthur 2014).

Os tratamentos de priming P24 e P36 conseguiram manter o perfilhamento e a BSP das
plantas submetidas ao estresse salino (Tabela 2), o que corrobora com os resultados obtidos
com a variedade RB98710 (Melo et al. 2014). Segundo os autores, o perfilhamento € uma

caracteristica genotipica que realca a sensibilidade ao estresse salino, uma vez que apenas 0s
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tratamentos de priming in vitro por 24 e 36 h preveniram o efeito deletério da salinidade ex
vitro com até 60 mM de NaCl durante 30 dias. A emissdo de perfilhos pela cana-de-acUcar
comeca em torno dos 40 dias ap6s o plantio e pode ter duracdo de até 120 dias, sendo
considerada uma das fases de crescimento caracteristicas da cultura. Juntamente com o
crescimento do colmo, o perfilhamento destaca-se como uma das fases mais exigentes em agua
e ambas as fases constituem a formagéo propriamente dita da cultura canavieira (Ramesh 2000).
O pré-condicionamento com NaCl pode, portanto, ser uma alternativa importante para
assegurar um bom perfilhamento em mudas de variedades mais sensiveis ao estresse salino

nesse estadio de crescimento.

Teores de Na*, K* e CI

As raizes sdo 0s primeiros 0rgdos vegetais a entrar em contato com os ions toxicos.
Algumas espécies evitam a absor¢do excessiva de sais por esses 0rgaos e outras controlam os
niveis salinos em tecidos especializados de armazenamento, o0s quais tendem a acumular dgua
para compensar a concentracao excessiva de sais no meio intracelular (Garcia et al. 2008).
Quando comparada a concentracdo de Na* entre raizes e parte aérea, observa-se que as raizes
apresentaram maiores teores desse ion (Tabela 3). Esses resultados demonstram que a variedade
apresentou uma retencdo desses ions toxicos nas células radiculares. Reduzir a translocacéo de
Na* para a parte aérea é considerado um mecanismo de tolerancia ao estresse salino,
possivelmente realizado através da recuperacdo de Na* do xilema por transportadores HKT1
(Bojorquez-Quintal et al. 2014). Esse tipo de mecanismo evita que o0 excesso de ions tdxicos
promova danos nas folhas, tais como a degradacdo dos pigmentos fotossintéticos (Brés et al.
2016), disturbios nas respostas estomaticas, inibicdo da fotossintese, perda de agua e necrose
(Hasanuzzaman et al. 2013). Por outro lado, a maior concentracdo de Na* nas raizes também
pode ser explicada pelo fato desse elemento ter uma mobilidade menor que o CI-, este por ser
um anion livre, possui uma maior mobilidade, 0 que consequentemente, aumenta o seu
transporte na planta (Marschner, 1995).

O potassio € um elemento essencial para as plantas, tendo como funcdes a sintese de
proteinas, o equilibrio de cargas e a osmorregulacdo (Wakeel et al. 2011). A sua deficiéncia,
promove a inibigdo do crescimento devido ao importante papel que esse ion desempenha na
manutencdo da turgescéncia celular (Ranade-Malvi 2011). Portanto, a manutencédo do nivel de
potassio, observada nas plantas pré-condicionadas € uma resposta positiva da planta em
condigdes de estresse salino e pode ter evitado a redugédo do crescimento quando as mesmas
foram expostas a salinidade (Tabela 1). Resultados significativos em relacdo a altura, area
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foliar, matéria fresca e seca também foram obtidos em sementes de duas cultivares de Zea mays
L. (Azam e Sarhad yellow), pré-condicionadas com NaCl (6 dS m™) e submetidas a um estresse
com cloreto de calcio (CaCl) (Bakht et al. 2011). Esses autores também relatam que as plantas
pré-condicionadas da cultivar Azam, acumularam 10% menos Na* e 12,5% mais K*. Para
muitas espécies, manter os niveis de ions K* em detrimento dos ions Na*, conservando a relacdo
K*/Na* é mais importante que simplesmente manter uma baixa concentragdo de Na* no
citoplasma (Himabindu et al. 2016). Para as plantas, evitar o excesso de Na* no citoplasma é
essencial para manter o equilibrio osmético e proteger o metabolismo enzimatico, umas vez
que esse tipo de ion inibe a acdo de muitas enzimas (Hussain et al. 2016). Em variedades de
Oryza sativa, 0 aumento na relacdo Na*/K™ na parte aérea e nas raizes provocou sinais de
desequilibrio nutricional, o que promoveu reducdes significativas no peso seco das raizes e do
caule (Hakim et al. 2014). O aumento desse tipo de relacdo também é beneficiado pela
similaridade existente entre o raio idnico hidratado do Na* e do K*, o que dificulta a
discriminagdo entre esses dois cations pelas proteinas transportadoras e consequentemente pode
promover uma competicdo pelos sitios de absor¢do, entre 0s ions toXicos e outros nutrientes,
especialmente o K* (Heidari & Jamshid 2010; Willadino & Camara 2010).

O excesso de ions CI° pode promover sintomas de toxidade nas folhas, devido a
degradacdo da clorofila, e assim como o Na*, esse ion também pode limitar o crescimento
vegetal (Tavakkoli et al. 2010). Portanto, a reducdo da BSPA e da TCR@ (Tabela 1), nas plantas
que ndo foram pré-condicionadas pode ter sido promovido pelo acimulo de CI- (Tabela 3)
quando as plantas foram submetidas ao estresse salino. Por outro lado, o menor acumulo desse
anion, na parte aérea das plantas pré-condicionadas (Tabela 3), pode ter prevenido a redu¢édo da
BSPA, BSR e TCR{, sobretudo no tratamento P24 (Tabela 1). Tratamentos de pré-
condicionamento em Zea mays L. também proporcionaram um menor teor de ions Na* e CI-
nas plantas pré-condicionadas e mantiveram o crescimento das plantas, que apresentaram ganho
na massa seca das partes aéreas e raizes, quando submetidas a um estresse de 80 mM de NaCl
(Gondim et al. 2011).

Teores de MDA, H20: e atividade enzimatica do sistema de defesa antioxidativo

Um dos agravantes do estresse salino € o aumento na geracdo de ROS, que podem
ocasionar um estresse oxidativo secundario, quando o sistema de defesa ndo € eficientemente
ativado, podendo ocorrer danos as membranas celulares decorrentes da peroxidacéao lipidica
(Gil & Tuteja 2010). Os acidos graxos poli-insaturados dos lipidios de membrana séo os
principais alvos das ROS (Apel & Hirt 2004). Como observado no presente trabalho, o estresse
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salino, promoveu aumento na peroxidagéo lipidica, detectado através do aumento no teor de
MDA, na parte aérea das plantas que nao foram pré-condicionadas in vitro (Tabela 4). Aumento
no teor de MDA devido ao estresse salino ja foi relatado nas variedades RB855536 e RB867515
de cana-de-acUcar (Murad et al. 2014) e em outras espécies glicéfitas como Vigna radiata
(Nahar et al. 2015) e Zea mays L. (Shtereva et al. 2015). Entretanto, tratamentos de priming
podem prevenir a geracdo desse produto de oxidacao e evitar a peroxidacéo lipidica. Em cana-
de-acucar, a aplicacdo do priming durante 24h preveniu o dano oxidativo nas plantas
submetidas a até 60 mM de NaCl (Tabela 4). Resultados semelhantes foram obtidos em plantas
de Sorghum bicolor (L.), quando as sementes foram pré-condicionadas com 150 mM de NaCl
e expostas a um estresse salino de 300 mM de NaCl durante sete dias (Yan et al. 2015). Da
mesma forma, o teor de MDA foi controlado com outros agentes de pré-condicionamento ao
estresse salino, como o uso de redox halopriming, composto por nitroprussiato de sédio (SNP)
diluido em 0,2 mM de &gua do mar (CE = 9,25 dS m™) em sementes de Triticum aestivum L.
(Maswada & El-Kader 2016) e o pré-condicionamento em plantas de Oryza sativa com sulfeto
de hidrogénio (H.S) (Mostofa et al. 2015).

O estresse salino ndo promoveu aumento significativo do nivel de peroxidacdo lipidica
nas raizes da variedade RB867515 (Tabela 4). Os lipidios de membrana podem ser degradados
quando ha um excesso de ROS como o oxigénio singleto (*O) e o radical "OH (Sharma et al.
2012). Embora ndo participe da peroxidacdo de lipidios de membrana, o H20; é capaz de reagir
com o radical ‘O, e formar o ‘OH, este e altamente reativo, capaz de penetrar membranas e
reagir, indiscriminadamente, com acidos graxos poli-insaturados dos lipidios, acarretando
graves danos as membranas celulares (Gill & Tuteja 2010). Apesar do ‘OH ndo ter sido
quantificado no presente estudo, o baixo teor de MDA sugere, que o teor desse radical era baixo,
uma vez que a atividade da SOD e o teor de H20. nas raizes ndo apresentaram aumento
significativo entre os tratamentos salinos (Tabela 5). Raizes de cultivares de Oryza sativa,
quando submetidas a estresse salino, apresentaram respostas distintas em relacdo ao teor de
MDA. A cultivar sensivel a salinidade apresentou aumento gradual no nivel de peroxidacéo
lipidica, enquanto que na cultivar resistente ndo houve aumento (Demiral & Turkan 2005).
Respostas semelhantes em diferentes cultivares de Oryza sativa também foram obtidas por Tu
etal. (2014). De acordo com Demiral & Turkan (2005), um menor nivel de peroxidacao lipidica
nas raizes também sugere uma melhor protecdo contra danos oxidativos sob estresse salino.

O H202, em funcéo do seu teor no tecido vegetal, pode promover o desenvolvimento da
planta e a resisténcia a estresses ambientais, isso porque a molécula age sinalizando a existéncia
de estresses bioticos e abioticos (Quan et al. 2008). O controle no nivel endogeno de H>O2 na

parte aérea das plantas dos tratamentos P12 e P24 coincidiu com os maiores valores de produgédo
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de BSPA e TCR@ no P12 e BSPA, BSR e TCR@ no P24 (Tabela 1). Também foi possivel
observar que os teores de H2O- apresentaram uma tendéncia semelhante aos teores de MDA.
Destaca-se novamente o tratamento de priming in vitro P24, no qual foi gerado menos H.O; até
a concentracdo salina S60 e ndo se registrou peroxidacdo lipidica (Tabela 4), aliado a
manutencdo do crescimento (Tabela 1). Nas raizes, o tratamento P24 e, nos perfilhos, o P24
juntamente com o P36 induziram um menor teor de H>O> (Tabela 5 e 6), o que provavelmente
estimulou respostas condizentes quanto ao acimulo de BSR e BSP (Tabela 1 e 2), sem reducao
devido ao estresse salino em estufa. Um bom desenvolvimento das raizes em condicdes de
salinidade é uma caracteristica interessante porque quanto maior o sistema radicular, maior sera
o volume de solo explorado para a captacdo de agua e nutrientes (Medeiros et al. 2014). Os
resultados obtidos no presente trabalho corroboram com os observados em plantas de Oryza
sativa, quando submetidas a priming com HzS, o qual promoveu o controle nos niveis de H20,
MDA, manteve o crescimento das plantas, como também a massa fresca e seca, quando as
plantas foram submetidas a 150 mM de NaCl (Mostofa et al. 2015).

O excesso de H20, pode desencadear estresse oxidativo, porque é capaz de inativar
enzimas, devido a oxidacdo dos grupos tiol (Gill & Tuteja 2010), limitar o crescimento e 0
desenvolvimento das plantas, o que consequentemente reduz a produtividade das culturas
(Choudhury et al. 2013). O acumulo de H.O. na parte aérea (Tabela 5), assim como nos
perfilhos (Tabela 6), das plantas do tratamento SP quando submetidas ao estresse salino
provavelmente afetou a BSPA, BSR, TCR@ (Tabela 1), NP e BSP (Tabela 2). Da mesma forma
os dados evidenciam a sobrecarga do tratamento de pré-condicionamento aplicado durante toda
a fase de multiplicacdo (P36), cujas plantas apresentaram maior concentragdo de H>O>
associado a um menor crescimento (Tabela 1).

Muitos estudos tém elucidado a importancia de manter um nivel antioxidante favoravel
na adaptacdo das plantas ao estresse salino (Wang et al. 2013), portanto, o significado das
analises de atividades de enzimas que possuem acao detoxificante contra as ROS, deve buscar
tracar uma correlagdo precisa entre a atividade enzimatica e a adaptacdo das plantas,
interpretando os resultados com base na resposta global da planta ao estresse por sal, nos niveis
celulares das ROS e nas atividades de outras enzimas envolvidas no sequestro dessas espécies
reativas (Abogadallah 2010). Considerando os baixos teores de MDA e H20. (Tabela 5) na
parte aérea das plantas do tratamento P24, observa-se que o pré-condicionamento in vitro com
NaCl foi capaz de habilita-las para enfrentar um nivel intermediario de estresse salino ex vitro
(60 mM de NaCl), sem aumentar os niveis de estresse oxidativo, demonstrado pelas baixas
atividades das enzimas SOD, CAT e APX (Tabela 5) e sem reduzir o crescimento (Tabela 1).

Apesar de alguns trabalhos correlacionarem alta atividade de enzimas antioxidantes a eficiéncia
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no controle do estresse oxidativo e tolerancia a salinidade (Barakat et al. 2013), cada uma destas
enzimas realiza uma funcéo especifica e sua atividade deve ser atribuida a um papel especifico
na desintoxicacdo das ROS, ou seja, a atividade antioxidante eficiente ndo significa
necessariamente uma forte regulagédo positiva de todo o conjunto de enzimas antioxidantes e
vice-versa (Abogadallah 2010). Resultados distintos foram obtidos em plantas de cana-de-
acucar, provenientes de rebolos pré-condicionados durante 8 dias, com 100 mM de NaCl e
submetidas a um estresse salino com 150 mM de NaCl, as quais ndo apresentaram diferencas
significativas entre as variaveis de crescimento e as atividades expressadas pela SOD, CAT e
APX ndo foram eficientes para controlar o estresse, 0 que pode ter contribuido para um maior
dano oxidativo (Patade et al. 2015).

A CAT e responsavel pela dismutacdo do H20O2, atuando sobre duas moléculas desse
substrato (Sharma et al. 2012). A geracdo celular do H.O2 ocorre principalmente nos
cloroplastos e mitocondrias, além dos peroxissomos, principal sitio de localizacdo da CAT. Nos
peroxissomos 0 H2O pode ser resultante de reacgdes catalisadas por oxidases como glicolato
oxidase (metabolismo fotorrespiratorio) e acil-CoA oxidase (da B-oxidacdo de acidos graxos),
ou ainda por acdo da SOD peroxissomal (Mhamdi et al. 2012). Em plantas C3 a fotorrespiracdo
é a principal via de geracdo de H20, em células fotossintéticas, mas em se tratando de uma
planta C4 como a cana-de-agucar, a contribuicdo da via fotorrespiratoria nesse processo é
apenas residual (Foyer & Noctor 2009). Dessa forma, a atividade da CAT ndo se apresenta
nessas plantas com incrementos de atividade expressivos frente ao estresse salino na intensidade
e duracdo impostas neste trabalho (Tabela 5 e 6). Resultados similares foram registrados em
plantas da variedade RB867515 tratadas com 25, 50, 75 e 100 mM de NaCl por 30 dias, as
quais apresentaram uma tendéncia a aumento na atividade da CAT, mas que ndo se mostrou
significativo (Willadino et al. 2011). A despeito da abrangente nocdo de que enzimas
antioxidantes sdo fortemente reguladas positivamente em resposta ao estresse, ainda nao esta
claro se este é o caso da CAT e de outros constituintes foliares (Mhamdi et al. 2012). Apesar
dos registros de maior ativagdo da CAT em condicOes de estresse salino (Abogadallah et al.
2010; Barakat et al. 2013), ha também evidéncias de uma regulacdo negativa pelo aumento da
intensidade do estresse ou a manutencao da atividade sem alteracdo significativa (Mhamdi et
al. 2012; Huang et al. 2014), como registrado nesse trabalho.

Tendo como funcdo indispensavel, o transporte de &gua e nutrientes para toda a planta,
as raizes também possuem como funcéo a fixacao da planta no solo. Nesse momento ela torna-
se 0 6rgdo com maior contato com os fatores bioticos e abidticos provenientes do solo, sendo o
primeiro orgdo a ser afetado (Zhang et al. 2013). Durante o estresse salino varios processos

bioguimicos e fisioldgicos sdo desencadeados nas plantas e isso pode interferir no crescimento
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radicular e na atividade enzimatica (Maia et al. 2012; Zhang et al. 2013 ). Assim, espera-se que
a raiz seja o primeiro 6rgdo a promover respostas (Medeiros et al. 2014), que irdo auxiliar na
recuperacdo do crescimento radicular e nas atividades metabolicas ap0s a reducgdo do estresse
(Guo et al. 2015). Considerando-se o teor de Na*, os valores observados nas raizes sdo
invariavelmente superiores aos da parte aérea (Tabela 3), chegando a atingir teores dez vezes
maiores do que na parte aérea de plantas de varios tratamentos. Isso explica o fato de todos os
valores de atividades enzimaticas obtidos das raizes foram superiores em relacdo aos da parte
aérea dessas plantas. O aumento da atividade enzimatica nas raizes (Tabela 5) mostra que a
acdo conjunta dessas enzimas preveniu a peroxidagdo lipidica, evidenciado pelo controle dos
niveis de MDA (Tabela 4). Entre os tratamentos de priming, observa-se que as plantas do
tratamento P24, quando submetidas ao estresse salino (S60 e S100) apresentaram baixa
atividade da SOD, APX e CAT e menor teor de H.O> (Tabela 5), o que pode ter refletido
positivamente nas variaveis de crescimento das plantas desse tratamento (Tabela 1). Fica
evidente mais uma vez, que o pré-condicionamento in vitro durante 24h (P24) conseguiu
equilibrar as respostas do sistema antioxidante de maneira a evitar danos oxidativos e no
crescimento das plantas. Resultados distintos foram obtidos com a cultivar Pitiuba de Vigna
unguiculata L. Walp, na qual a reducdo na atividade da CAT e da APX e 0 aumento na
peroxidase de fenodis (POX) na raiz pode ter promovido reducdes no alongamento desse 6rgao,
quando as plantas foram submetidas a 100 mM da NaCl (Maia et al. 2012).

A “memoria” do estresse pode ser preservada por curtos periodos, quando depende da
meia-vida de proteinas, RNAs e metabdlitos; porém quando envolve processos epigenéticos,
como a metilacdo do DNA e modificacdes das histonas, a preservagdo da memoria do estresse
pode ocorrer por periodos mais longos (Chinnusamy & Zhu 2009). Em alguns casos a
“memoria” da experiéncia do estresse permanece no epigenoma do organismo, que sofreu o
estresse € se essa “memoria” promover respostas a descendéncia do organismo pré-
condicionado, o priming epigenético é dito transgeracional (Tricker 2015). Por esses motivos,
o efeito do priming é capaz de ser transmitido para a progénie (Bruce et al. 2007). No presente
trabalho, o contato direto dos perfilhos com a planta mée durante toda a fase de cultivo ex vitro,
possivelmente conferiu algum tipo de sinalizacdo, que habilitou e aprimorou as respostas do
seu sistema de defesa. Essa sinalizacdo pode ter transmitido o efeito do priming para 0s
perfilhos, porém de forma muito sucinta. Esse efeito promoveu o funcionamento do sistema de
defesa antioxidativo dos perfilhos, que foi efetivo em prevenir reducbes na quantidade de
perfilhos provenientes de plantas pré-condicionadas, bem como na BSP, de tratamentos como
0 P24 e P36, quando submetidos ao estresse salino (Tabela 2), porém néo foi suficiente para

evitar a peroxidacdo lipidica (Tabela 4). Em Arabidopsis thaliana, o efeito do priming foi
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passado para a progénie das plantas pré-condicionadas com acido B-aminobutirico, o que
proporcionou uma melhor protecdo contra o ataque do patégeno Hyaloperonospora
arabidopsidis (Slaughter et al. 2012).

De acordo com as respostas obtidas no trabalho é possivel inferir que a aplicacdo de
priming in vitro com NaCl, durante 24 h, se destacou como melhor. O mesmo favorece a
capacidade de enfrentamento ao estresse salino gradativo de até 60 mM de NaCl em plantas de
cana-de-acucar da variedade RB867515, durante 30 dias de estresse, com manutencdo do
crescimento, controle do nivel de H20- e da peroxidacéo lipidica em funcdo da atividade das
enzimas antioxidantes. Esses resultados demonstram que o pré-condicionamento in vitro pode
ser uma préatica de baixo custo na produgdo comercial de mudas micropropagadas, necessitando

de informacGes adicionais sobre o desenvolvimento das plantas em condi¢fes de campo.
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Palavras-chave: RESUMO

RBo8710 Avaliou-se a capacidade de adaptagio 4 salinidade de mudas de cana-de-agtcar da variedade RB98710 apds pré-

priming in vitro condicionamento (priming) in vitro com cloreto de sédio (NaCl). O experimento foi conduzido no periodo de

salinidade maio aoutubro de 2013, Plantas foram micropropagadas em biorreatores de imersio tempordria, com tratamentos

cloreto de sadio de priming caracterizados pela adigio de 25 mM de NaCl, durante 0, 12, 24 e 36 horas. Concluidos os periodos de
priming, as plantas foram cultivadas em meio de enraizamento sem NaCl, aclimatizadas e submetidas a tratamento
salino gradativo: S0 = sem NaCl; 81 = regas com 2034060 mM de NaCl acrescido 4 solugdo nutritiva, durante 30
dias. Procedeu-se 4 supressio do NaCl e avaliaram-se as plantas 15 dias depois. As varidveis foram: matéria seca da
parte aérea (MSPA) e radicular (MSR), nimero de perfilhos, estimativa de clorofila (Chl), conteddo hidrico relativo
e dano de membrana. As plantas pré-condicionadas ndo reduziram a MSPA quando submetidas ao NaCl. O efeito
do estresse salino sobre a MSR foi anulado nas plantas submetidas ao priming por 24 h. O priming favoreceu o
perfilhamento das plantas dos tratamentos por 24 ou 36 h. A recuperagio apos o estresse, avaliado 15 dias apos a
supressio do NaCl, nao diferiu entre plantas submetidas ou nao ao priming. Deacordo com os resultados, o priming
utilizado na variedade RB98710, pode favorecer a tolerincia 4 salinidade.

Key words: Preconditioning in vitro of sugarcane (Saccharum spp.)

priming in vitro seedlings to salt stress tolerance

salinity

sodium chloride ABSTRACT

The capacity of adaptation to the salinity of seedlings of sugarcane variety RB98710 after priming in vitro with
sodium chloride (NaCl) was evaluated. The experiment took place in the period May to October 2013. Plants were
micropropagated in temporary immersion bioreactor with priming treatments characterized by the addition of 25
mM NaCl, for 0, 12, 24 and 36 hours. Over periods of priming, the plants were grown in rooting medium without
NaCl, acclimatized and underwent gradual salt stress : 50 = no NaCl ; waterings with S1 = 20+ 40 + 60 mM NaCl
added to the nutrient solution for 30 days . Proceeded to the suppression of NaCl and plants were evaluated after
15 days for shoot (SDM) and root dry matter (RDM), tillers number, chlorophyll estimation (Chl), relative water
content and membrane damage were evaluated. The preconditioned plants did not reduce the SDM when submitted
to salt stress. The effect of salt stress on the RDM was null in the plants of the priming for 24 h. Preconditioning
favored the tillering of the plants of the treatments 24 or 36 h. The recovery after the stress, assessed 15 days after
the removal of NaCl did not differ between whether or not subject to priming plants. According to the results the
priming used in the RB98710 variety may favor tolerance to salinity.

INTRODUCAO

O aumento das dreas degradadas pelo excesso de sais no solo
¢ constante. Estima-se que o avanco da salinidade possa levar &
perda de 30% das terras agricultdveis dentro dos préximos 25
anos e que até o ano 2050 esse prejuizo chegue a 50% (Ghosh
etal, 2011).

O estresse salino é um dos principais fatores que reduz
a produtividade das glicofitas e compromete os principais

processos metabdlicos dos vegetais (Munns & Tester, 2008;
Willadino & Camara, 2010). O excesso de cloreto de sodio
(NaCl) provoca toxidade, desequilibrio osmético e idnico em
muitas espécies e, como consequéncia desses efeitos primdrios
pode ocorrer um estresse secunddrio de cardter oxidativo
(Munns & Tester, 2008; Pandolfi et al., 2012).

A cana-de-agtcar (Saccharum spp.) é uma glicéfita, com
moderada sensibilidade ao estresse salino. No Nordeste, a
Zona da Mata é a regido que apresenta as melhores condigdes
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climdticas para o desenvolvimento da agricultura canavieira,
porém essa atividade vem se expandindo para regides
semidridas (Oliveira & Braga, 2011) e o éxito dessa expansdo
depende, em parte, do plantio de variedades que tolerem as
condigoes adversas do Semidrido e sejam capazes de manter
uma boa produtividade.

A aplicagio de métodos de pré-condicionamento (priming)
é uma estratégia que pode promover a rustificagdo das plantas,
proporcionando maior tolerdncia aos fatores de estresse
abiotico. O priming consiste em uma exposi¢do prévia a um
fator de estresse bidtico ou abidtico com o objetivo de deixar
a planta mais tolerante quando exposta a um novo ciclo de
estresse (Patade et al., 2009). Essa técnica é bastante difundida
em sementes (seed priming) por promover atividades pré-
metabélicas, proporcionado aumento da velocidade da taxa
germinativa e maior uniformidade das plantulas cultivadas
sob condicoes adversas (Nascimento, 2004; Atreya et al., 2009;
Bakht et al., 2011). A aplicacio de tratamentos de priming
com NaCl em rebolos de cana-de-aguicar reduziu os efeitos
inibitérios da salinidade na germinacéo e no crescimento das
plantulas, em termos de produ¢do de matéria fresca e seca
(Patade et al., 2009).

Atualmente um sistema eficiente para produgio de
mudas de cana-de-agticar de qualidade e em larga escala é a
micropropagaco, jd estabelecida como rotina em muitos paises.
No Brasil, alguns laboratérios ou biofébricas produzem mudas
micropropagadas de diversas espécies incluindo variedades elite
de cana-de-agucar. A eficiéncia deste sistema foi potencializada
com a utilizacdo de biorreatores de imerséo temporaria (BIT),
os quais aumentam significativamente as taxas de crescimento
e multiplicacio e melhoram a qualidade das plantas produzidas
(Gerald & Lee, 2011).

O presente estudo objetivou associar as técnicas de
pré-condicionamento e de micropropagacio em mudas de
cana-de-agucar da variedade RB98710, durante a ultima
etapa de multiplicacio in vitro visando avaliar o efeito do pré-
condicionamento com NaCl sobre a tolerancia a salinidade
das mudas cultivadas sob estresse salino apés a aclimatizacio.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na Biofibrica Governador
Miguel Arraes, localizada no Centro de Tecnologias Estratégicas
do Nordeste (CETENE), no periodo de maio a outubro de 2013.

Plantas de cana-de-acticar da variedade RB98710 foram
micropropagadas em biorreatores de imersdo temporaria (BIT),
contendo um litro de meio de cultivo, em um ciclo de imersio
constituido por oito imersées didrias de dois minutos cada. O
meio de cultivo na fase de multiplicagio foi composto pelos
sais e vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado
com 30 g L' de sacarose; 0,1 g L' de inositol; 0,2 mg L' de
6-benzilaminopurina (BAP); 0,1 mg L de cinetina (KIN); 0,05
g L' de dcido citrico e 0,05 g L' de dcido ascorbico.

Durante a fase de multiplicacdo as plantas receberam
tratamentos de pré-condicionamento (priming), caracterizados
pela adigdo de 25 mM de NaCl ao meio de cultivo, durante

trés diferentes periodos de imersio: 12, 24 e 36 h (priming 1,
priming 2 e priming 3, respectivamente), além do tratamento
controle (sem priming).

Apds a fase de multiplicagdo foi suprimido o NaCl e as
plantas passaram para a etapa de enraizamento em meio com
composicio similar ao meio de multiplicacio, acrescido de 1
mg L' de acido naftalenoacético (ANA), porém sem adigio de
BAP e da KIN.

Durante todo o periodo experimental in vitro as plantas
foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de
25 £ 2 °C, sob fotoperiodo de 16 h e intensidade luminosa de
50 pmol m? s,

As plantas foram aclimatizadas em bandejas de polipropileno
com 98 células, contendo o substrato comercial Carolina Soil".
As plantas permaneceram em estufa durante 30 dias quando,
entdo, foram transferidas para sacos de polietileno contendo
areia lavada e permaneceram nesta condi¢do durante 10 dias.
Durante o cultivo em areia lavada as plantas foram fertigadas
diariamente com uma solugio nutritiva composta por 0,7428
g L de Kristalon' e 0,84 g L de Calcinit'.

No estabelecimento dos tratamentos de estresse ex vitro
as plantas receberam a solu¢io de rega com metade da forca
itnica e acrescida de NaCl. O aumento na concentracio salina
na solugdo de rega ocorreu com um incremento de 20 mM
de NaCl a cada 10 dias, de forma a criar um estresse salino
gradativo, durante 30 dias. Foram adotados dois tratamentos:
S0 = sem NaCl, com condutividade elétrica de 1,20 dS m™;
S1 =20~ 40 » 60 mM de NaCl, com condutividade elétrica
de 3,49; 4,50 e 8,00 dS m, respectivamente. Apés 30 dias de
tratamento salino foi suprimido o NaCl do 51 e as plantas
foram mantidas por 15 dias com solugdo ndo salina, para
avaliar a recuperagio ao estresse.

De cada tratamento foram coletadas cinco repetices aos 30
dias de estresse e outras cinco apds 45 dias para avaliagdes do
efeito do NaCl e da recuperagdo ao estresse salino.

As variaveis analisadas foram: matéria seca da parte aérea
(MSPA) e da raiz (MSR), niimero de perfilhos (NP), estimativa
do contetdo de clorofila (indice SPAD - Chl), contetido hidrico
relativo (CHR) e percentual de dano de membrana (%D).

O nimero de perfihos foi contado ao término do
experimento. As amostras de parte aérea e raiz foram secas em
estufa de aeracio a temperatura de 70 °C até peso constante
para determinagio da matéria seca.

A estimativa de clorofila foi obtida com clorofilometro
(SPAD-502 Plus, Spctrum Technologies), com leituras em trés
pontos da primeira folha totalmente expandida, evitando a
nervura central.

O contetdo hidrico relativo (CHR) foi obtido a partir de
cinco discos foliares com 5,0 mm de didmetro, sem a nervura
central. Os discos foram pesados paraa determinacio da massa
fresca (MF) e acondicionados em placas de Petri com agua
destilada, durante 24 h. Posteriormente, foi realizada nova
pesagem para obtencdo da massa turgida (MT) dos discos, que
foram, entdo, mantidos a 40 °C por 24 h, para obtencio da massa
seca (MS). O CHR foi calculado segundo metodologia de Barrs
& Weatherley (1962), aplicando-se a Eq. 1:
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CH:R.:M x100% (1)
(MT —-MS)

O percentual de dano de membrana (%D) foi estimado
a partir do extravasamento de eletrolitos (adaptado de
Azevedo et al,, 2008). Discos foliares com 5,0 mm de didmetro
permaneceram, durante 24 h, imersos em 20 mL de dgua
destilada em tubos de ensaio. Em seguida foi medida a
condutividade elétrica livre (L1) e os tubos de ensaio foram
colocados em banho-maria por uma hora a 100 °C. Apés o
banho, ao atingirem a temperatura ambiente foi realizada a
segunda leitura de condutividade elétrica, a condutividade
elétrica total (L2). O %D foi estimado pela Eq. 2:

L1
%D = — x100 2
o (2)

O experimento foi realizado em um arranjo fatorial 4 x 2,
constituido de quatro tratamentos de priming in vitro (0, 12,
24 e 36 h) e dois niveis salinos (S0 = sem NaCl (controle); 51
=20+ 40+ 60 mM de NaCl), em delineamento experimental
inteiramente casualizado. Foram utilizadas quatro repetigoes
durante a fase in vitro e dez repetigbes por tratamento na fase
de estufa. Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
a 0,05 de probabilidade, utilizando o software Assistat 7.7 beta
(Assis & Silva, 2013).

ResuLTAaDOS E DI1scussio

Asplantas pré-condicionadas com o NaCl ndo apresentaram
reducio da massa seca da parte aérea (MSPA) quando
submetidas ao estresse salino, ao contrdrio daquelas que ndo
foram submetidas ao priming in vitro (Figura 1A). As plantas
provenientes do priming in vitro por 24 h apresentaram maior
massa seca radicular (MSR) sob tratamento salino quando
comparadas ao controle. Nas plantas dos demais tratamentos
houve reducdo da MSR sob rega salina (Figura 1B).

A reducdo da biomassa em plantas submetidas a estresse
salino ja foi bastante documentada, inclusive para cana-de-
agticar (Ashraf et al., 2010). Estudos recentes realizados com
aplicacdo de pré-tratamento em rebolos de uma gema com
100 mM de NaCl registram aumento no comprimento e no
peso fresco de brotos e raizes de variedades de cana-de-agtcar
provenientes de rebolos submetidos a estresse iso-osmotico
com 0,7 MPa, induzido com NaCl (150 mM) ou PEG-8000
(20%, p/v) (Patade et al., 2009). Outras gramineas também
responderam positivamente ao pré-condicionamento, como
descrito para a cultivar Azam y de Zea mays, provenientes
da germinagio de sementes pré-condicionadas em NaCl
a 6 dS m'. Essas plantas também apresentaram aumento
significativo da matéria seca, quando comparadas com aquelas
provenientes de sementes ndo pré-condicionadas (Bakht et
al., 2011). De acordo com Levitt (1980), as plantas, em geral,
nio desenvolvem tolerancia ao estresse a menos que sejam
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Figura 1. Massa secada parte aérea- MSPA (A) e massa
seca da raiz - M5R (B) das plantas de cana-de-aclicar
da variedade RB98710, provenientes de aplicacio
de priming com 25 mM de cloreto de sadio (NaCl),
durante 0 (sem priming), 12 (priming 1), 24 (priming
2) e 36 (priming 3) h, submetidas a tratamentos de
estresse salino gradativo em estufa: S0 = controle
sem NaCl; 51 = 20 — 40 — 60 mM de NaCl, durante
30 dias

submetidas a condigoes estressantes. [sto significa que elas
precisam passar por um processo de rustificagio para tolerar
um novo ciclo de estresse (Rivas et al., 2013). A tolerdncia
ao estresse depende ndo apenas da intensidade e duragio da
exposicdo ao agente estressor, mas também do nimero de
eventos estressantes a que a planta foi submetida (Chaves etal.,
2009). Experimentos com plantulas de Arabdopsis registram
que o priming hiperosmoético estabelece uma memoria
somadtica de longo prazo acompanhada por mudangas
especificas no epigenoma que compreendem diferencas no
status da cromatina, na responsividade transcricional, bem
como na fisiologia da planta inteira (Sani et al.,, 2013).

O pré-condicionamento in vitro por 12 h de exposicio ao
NaCl ndo foi suficiente para evitar a redugio no perfilhamento
quando essas plantas foram submetidas ao estresse salino ex
vitro. Por outro lado, os tratamentos de priming com duracio
de 24 e 36 h preveniram o efeito deletério do NaCl sobre o
perfilhamento das plantas submetidas ao estresse salino ex
vitro, de maneira que o nimero de perfilhos néo diferiu entre
estressadas e controle (Figura 2A). A cana-de-agucar apresenta
quatro fases de crescimento caracteristicas da cultura e entre
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Figura 2. Namero de perfilhos (A) e estimativa de
clorofila - Chl (B) pelo indice SPAD das plantas de
cana-de-acticar da variedade RB98710, provenientes
de aplicacdo de priming com 25 mM de cloreto de
sadio (NaCl), durante O (sem priming), 12 (priming
1), 24 (priming 2) e 36 (priming 3) h, submetidas a
tratamentos de estresse salino gradativo em estufa- S0
= controle sem NaCl; 51 = 20 — 40 — 60 mM de
NaCl, durante 30 dias

elas a de perfilhamento comeca em geral aos 40 dias apds o
plantio e pode durar até 120 dias. Esta é uma das fases mais
exigentes em dgua e, juntamente com a fase de crescimento
intenso do colmo, constitui a formacdo propriamente dita
da cultura (Ramesh, 2000). O pré-condicionamento pode,
portanto, ser uma alternativa importante para assegurar um
bom perfilhamento em mudas de cana-de-agticar sob estresse
osmotico nesta fase de crescimento.

O tratamento de priming in vitro por 24 h induziu um
aumento no teor de clorofila (indice SPAD) de plantas
submetidas ao estresse salino (Figura 2B). A salinidade
é capaz de reduzir o teor de pigmentos fotossintéticos
em plantas sensiveis a salinidade e aumentar em plantas
tolerantes ao ambiente salino. O efeito sobre o teor da
clorofila depende da concentragio do agente estressor, bem
como da espécie vegetal (Jamil et al,, 2007). Sob estresse
hidrico variedades sensiveis de cana-de-a¢tcar apresentaram
redugdo mais drdstica no indice SPAD do que as variedades
tolerantes a seca (Silva et al., 2007).

Deacordo com alguns autores, o indice SPAD é uma medida
sensivel e de facil obten¢io que poderia ser utilizada para

comparar a tolerancia ao estresse (O'Neill et al., 2006). No caso
da variedade RB98710 o efeito sobre a clorofila foi visivelmente
dependente da duracdo do priming in vitro, com o tratamento
por 24 h favorecendo uma resposta de tolerancia ao estresse
salino pos-priming.

As plantas submetidas ao pré-condicionamento in vitro
mantiveram o CHR quando expostas ao estresse salino ex vitro
(Figura 3A). Entre as plantas estressadas, o menor valor de CHR
foi observado nas plantas que ndo foram pré-condicionadas
com NaCl in vitro. O periodo experimental coincidiu com
a fase de perfilhamento das plantas, um periodo critico de
demanda hidrica. Silva et al. (2007) sugerem que medidas de
relagdes hidricas em plantas sob estresse osmoético durante
esta fase de crescimento podem ser teis na identificacdo de
tolerancia a seca e que a manutengio do CHR é mais frequente
em genotipos tolerantes.

Nio se observou efeito significativo do priming sobre a
percentagem de dano de membrana nas plantas tratadas com
estresse salino, entretanto, as plantas provenientes do tratamento
in vitro por 36 h apresentaram menor %D quando submetidas
ao estresse salino ex vitro do que as plantas do controle (Figura
3B). Os danos na membrana ocorrem em consequéncia da
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Figura 3. Contelido hidrico relativo - CHR (A) e dano
de membrana (B) das plantas de cana-de-ac(icar da
variedade RB98710, provenientes de aplicacao de
priming com 25 mM de cloreto de sadio (NaCl),
durante 0 (sem priming), 12 (priming 1), 24 (priming
2) e 36 (priming 3) h, submetidas a estresse salino
gradativo em estufa: S0 = controle sem NaCl; 51 =
20 — 40 — 60 mM de NaCl, durante 30 dias
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peroxidacio de lipidios provocada pelo excesso de Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS), em situacoes de estresse oxidativo
(Silveira et al., 2005; Harrir & Mitller, 2009). Entre as plantas
do tratamento controle ex vitro a menor %D foi registrada
nas plantas pré-condicionadas in vitro por 12 h com NaClL
O priming parece equipar a planta com meios de prevenir o
dano oxidativo mesmo na auséncia de fatores de estresse, que
normalmente provocam tais respostas (Sani et al.,, 2013).
Durante os 15 dias de avaliagao da recuperagio ao estresse,
quando o NaCl foi suprimido, ndo ocorreram diferencas
significativas entre os tratamentos de priming, para as diferentes
varidveis avaliadas (Figura 4). Apenas a produ¢io de matéria
seca da parte aérea das plantas que passaram pelo estresse salino
ndo se igualou a das plantas do tratamento controle apos 15 dias
de supressio do NaCl, seguramente devido ao pequeno tempo
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de recuperagio das plantas. Esta resposta foi independente dos
tratamentos de priming in vitro.

Os resultados obtidos nesse experimento confirmam que
as plantas que foram pré-condicionadas com o NaCl sofreram
ajustes no seu metabolismo, o que foi importante para manter a
homeostase durante a exposicio ao estresse salino. A intensidade
e a duracdo do priming proporcionaram respostas favoraveis,
um resultado que corrobora com Lichtenthaler (2004), o
qual define o eu-estresse como uma condigio de estresse
suave e estimulante, capaz de ativar o metabolismo celular e
incrementar a atividade fisiologica da planta, comportando-se
como fator positivo que impulsiona o crescimento vegetal. Os
tratamentos condicionantes invocam a “memoria celular” e
portanto, a intensidade e duragio de tais tratamentos precisam
ser cuidadosamente manipuladas para evitar qualquer impacto
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Médias seguidas de mesma letra miniscula entre fratamentos de priming e mesma letra maitscula enfre tratamentos salinos, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.
Figura 4. Massa seca da parte aérea - MSPA (A); massa seca da raiz - MSR (B); niimero de perfilhos (C); estimativa
de clorofila - Chl, pelo indice SPAD (D); contelido hidrico relativo - CHR (E) e dano de memhbrana (F) das plantas
de cana-de-aclicar da variedade RB98710, provenientes de aplicacio de priming com 25 mM de cloreto de sadio
{NaCl), durante 0 (sem priming), 12 (priming 1), 24 (priming 2) e 36 (priming 3) h, ap6s 15 dias de supressao do

NaCl (recuperacio ao estresse)
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negativo sobre a velocidade e adequagio do sistema de defesa
(Sani et al., 2013). Ainda de acordo com Sani et al., (2013), o
priming com NaCl altera resposta da planta adulta ao estresse
salino e hidrico e causa pequenas mas significativas mudangas
em histonas. Os autores registraram também que mais de 100
genes apresentaram diferengas persistentes, um dos quais
codifica o transportador de Na HKTI que ¢ induzido mais
fortemente nas plantas que receberam o priming do que nas
que ndo receberam, quando expostas ao segundo ciclo de
estresse salino.

Nesse contexto, conclui-se que o pré-condicionamento in
vitro por 24 h com 25 mM de NaCl favoreceu os parametros
de crescimento nas plantas da variedade RB98710 quando
submetidas a 30 dias de estresse salino gradativo até 60 mM de
NaCl e que o efeito do priming expressou-se mesmo ap6s um
periodo de 60 dias até a exposicio ao novo ciclo de estresse, que
embora induzido pelo mesmo agente estressor, foi imposto a
uma concentragio e por um tempo de exposicio maior do que
no tratamento de priming.

CoNcLUSAO

A aplicacdo do priming com cloreto de sédio, durante a fase
de multiplicacdo da variedade RB98710 pode ser uma pratica
simples e capaz de favorecer a resisténcia dessa variedade a
salinidade.
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CAPITULO Il

Efeito do estresse salino ou hidrico em plantas de cana-de-acUcar provenientes de

halopriming em biorreatores de imersdo temporéaria®

1 O Manuscrito que compde o capitulo 111 sera submetido ao periédico Acta Physiologiae Plantarum
(Anexo)
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Resumo

O presente estudo avaliou se o pré-condicionamento com o cloreto de sédio (NaCl), em plantas
de cana-de-agucar da variedade RB98710 pode proporcionar as plantas, uma resposta mais
eficiente quando submetidas a novos eventos de estresse salino ou hidrico. Plantas foram
micropropagadas em biorreatores de imersdo temporaria, contendo 25 mM de NaCl como
agente pré-condicionante durante 0, 12 e 36 h (SP, P12 e P36, respectivamente) em meio de
multiplicagdo. Posteriormente foram transferidas para meio de enraizamento, sem o NaCl,
aclimatizadas e submetidas a 30 dias de estresse salino (SO = controle; S60 = 20—40—60 mM
de NaCl; S100 = 20—»60—100 mM de NaCl) e estresse hidrico (Controle — 100 % da
capacidade de pote (CP) e estresse hidrico 50 % e 25 % da CP). O aumento da concentracao
salina ocorreu a cada 10 dias, e a reducdo da CP a cada 15 dias, criando um estresse gradativo,

em ambos, ao longo de 30 dias. O pré-condicionamento proporcionou ativacao do sistema de
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defesa antioxidativo, o que reduziu a peroxidacao lipidica e o teor de perdxido de hidrogénio
(H202), porém néo foi eficiente em manter o crescimento das plantas em condicdes de estresse
salino. O estresse hidrico promoveu peroxidacgéo lipidica, aumento no teor de H>O; e também
afetou o crescimento das plantas. O tratamento de priming ndo apresentou efeito pré-
condicionante na variedade RB98710, o que desfavoreceu o seu desenvolvimento em condigoes

de estresses salino e hidrico.

Palavras-chave Saccharum spp - Pré-condicionamento - Salinidade - Estresse oxidativo -

Enzimas antioxidantes - Malondialdeido

Introducéo

O ambiente consiste basicamente no equilibrio entre as interac6es de fatores bioticos e
abidticos, e muitas vezes perturbacbes bruscas nos fatores abidticos levam a alterar a
homeostase dos organismos bioticos, criando como consequéncia, condi¢des estressantes para
a sobrevivéncia dos organismos vivos (Lokhande e Suprasanna 2012).

A escassez de agua e 0 excesso de sais na solu¢do do solo promovem reducdo no
crescimento das plantas com comprometimento da produtividade. 1sso ocorre devido a redugéo
na capacidade da planta para absorver agua, o que leva a uma diminuicdo da abertura
estomatica, limitacdo na absorcéo de didxido de carbono (CO2), com consequente reducdo da
fotossintese (Osakabe et al. 2014; Parihar et al. 2015).

Estresses abioticos como o salino e o hidrico provocam acumulo excessivo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Essas espécies podem apresentar-se na forma de radical, como o
superoxido (O2*), o hidroxila (OH*), o hidroperoxido (HO2*) e os radicais alcoxila (RO*); na
forma molecular, como o peréxido de hidrogénio (H202) ou como uma molécula excitada,
como o oxigénio singleto (10,) (Gill e Tuteja 2010). Quando ndo sdo rapidamente eliminadas,
as ROS desencadeiam o estresse oxidativo, que pode danificar componentes celulares e
provocar danos, como a perda da competéncia fisiologica e eventual morte celular (Mullineaux
e Baker 2010). Nas células vegetais, a producdo de ROS é rigorosamente regulada por vias de
eliminac&o, que envolvem antioxidantes ndo enzimaticos e enzimas, como a catalase (CAT), a
ascorbato peroxidase (APX) e a superoxido dismutase (SOD) (Choudhury et al. 2013).

Como forma de tentar reduzir as perdas provocadas pelos variados fatores de estresse, sdo
utilizados métodos de pré-condicionamento nas plantas. Tais métodos baseiam-se na
capacidade que as plantas superiores possuem, de produzir respostas a estimulos ambientais

apOs uma exposigao prévia, denominado “priming” ou “aclimatagdo” (Sani et al. 2013). O pré-
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condicionamento é bastante utilizado em sementes (seed priming) por promover aumento nas
taxas germinativas e no vigor das plantas (Tavili et al. 2010), tolerdncia a seca e ao estresse
salino (Jisha e Puthur 2014). A utilizacdo de tratamentos de priming em plantas é pouco
documentada, porém ja foram realizados tratamentos desse tipo em rebolos e em plantas de
cana-de-agucar cultivadas in vitro (Melo et al. 2014; Patade et al. 2015). Entre as técnicas de
pré-condicionamento utilizadas, destacam-se o hidropriming, o osmocondicionamento, 0
priming hormonal e o halopriming (Nawaz et al. 2013). O halopriming consiste na imerséo do
material vegetal em solugdes salinas, com concentracGes adequadas para promover um pré-
condicionamento.

A cana-de-agucar é uma planta monocotiledénea, alogama e perene, pertencente a familia
Poaceae, tribo Andropogoneae e género Saccharum (Silva et al. 2010). A Zona da Mata € a
regido do Nordeste brasileiro que apresenta as melhores condi¢des climaticas para o
desenvolvimento da cultura sem necessidade de irrigagcdo, contudo o seu desenvolvimento vem
se expandindo para regides semiaridas, onde se desenvolve uma agricultura irrigada (Oliveira
e Braga 2011). Nesse contexto, a variedade RB98710 destaca-se pela alta produtividade, alto
teor de acucar e seu cultivo deve ser em solos férteis com irrigacdo (Ridesa 2010).

O presente trabalho teve como objetivo analisar se o pré-condicionamento com o cloreto
de sodio em plantas de cana-de-aclcar da variedade RB98710, cultivadas em sistema de
biorreatores de imersdo temporaria permite as plantas uma resposta mais eficiente quando

submetidas a novos eventos de estresse salino e hidrico.

Material e métodos
Local de desenvolvimento da pesquisa e condigdes de cultivo

O experimento foi desenvolvido na Biofabrica Governador Miguel Arraes, localizada no
Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE), onde plantas de cana-de-acUcar da
variedade RB98710 foram micropropagadas em sistema de biorreatores de imerséo temporaria
(BIT), contendo um litro de cultivo. O meio de cultivo na fase de multiplicagdo foi composto
pelos sais e vitaminas MS (Murashige e Skoog 1962), suplementado com 30 g L de sacarose;
0,1 g L™ de inositol; 0,2 mg L de 6-benzilaminopurina (BAP); 0,1 mg L™* de cinetina (KIN);

0,05 g L™ de &cido citrico e 0,05 g L™ de &cido ascorbico.
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Aplicagdo de priming in vitro com cloreto de sédio (NaCl)

Durante a fase de multiplicacdo, vinte plantas com cerca de 4 cm de altura (Fig. 1a)
receberam tratamentos de pré-condicionamento (priming), caracterizados pela adi¢do de 25
mM de NaCl ao meio de cultivo, durante dois diferentes periodos de imersdo: 12 h e 36 h (P12
e P36, respectivamente), além do tratamento controle (SP). O ciclo de imersao dos biorreatores
foi constituido por oito imersées diarias, com duracdo de dois minutos cada uma, em intervalos

de trés horas (Fig. 1b). As plantas permaneceram recebendo esse ciclo diario durante 21 dias.

Fig. 1 Plantas de cana-de-a¢Ucar da variedade RB98710; a plantas em fase de subcutivo. Barra 2 cm; b
estabelecimento dos tratamentos de priming in vitro com 25 mM de NaCl, durante a fase de

multiplicagdo em sistema de biorreatores de imersao temporéaria. Barra 10 cm

Posteriormente a fase de multiplicacdo, o NaCl foi suprimido para que as plantas fossem
submetidas a uma etapa de enraizamento (Fig. 2) em meio com composi¢do similar ao meio de
multiplicacdo, contendo 1 mg L™ de &cido naftalenoacético (ANA). Essa fase teve duragéo de
30 dias.

Fig. 2 Plantas de cana-de-agUcar da variedade RB98710 em sistema de biorreatores de imersdo
temporaria, no estabelecimento da fase de enraizamento; a plantas provenientes do tratamento controle
SP; b priming P12 = 12 h; ¢ priming P36 = 36 h. Barra 5cm
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Durante todo o periodo experimental in vitro as plantas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16 h e intensidade luminosa de
50 pmol m2 s,

O delineamento experimental desta etapa foi inteiramente casualizado, constituido por

trés tratamentos de priming in vitro (SP, P12 e P36), com quatro repeti¢Ges, por tratamento.

Aclimatizacdo das plantas

As plantas foram aclimatizadas em bandejas de polipropileno com 98 células, contendo
aproximadamente 35 cm? de substrato comercial Carolina Soil® e permaneceram em estufa com
sistema de nebulizacdo, durante 30 dias (Fig. 3). Apos a fase de aclimatizagéo, as plantas foram
transplantadas para sacos de polietileno com capacidade para 6 kg, contendo 5 kg de areia
lavada, contendo uma camada de brita na superficie, com o intuito de reduzir a evaporagdo e
evitar a proliferacdo de microalgas. Antes do transplantio, as raizes das plantas foram lavadas
com agua corrente, para a retirada total do substrato. As plantas foram mantidas em estufa sem
sistema de nebulizacdo a uma temperatura média de 30 °C, durante 10 dias. Durante esse
periodo, as plantas foram fertirrigadas diariamente com uma solucéo nutritiva composta por
0,7428 g ! de Kristalon® e 0,8400 g L™ de Calcinit®.

Fig. 3 Plantas de cana-de-agUcar da variedade RB98710, provenientes dos tratamentos de priming in
vitro, na fase de estabelecimento e aos 30 dias de aclimatizacdo, respectivamente. a e b plantas do
tratamento controle SP; ¢ e d plantas do priming P12 = 12 h; e e f plantas do priming P36 = 36 h. Barra
10 cm
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Aplicacdo de estresse salino e hidrico

Apos os 40 dias de aclimatizacdo, as plantas foram submetidas a experimentos distintos
de inducéo de estresse salino e hidrico. No estresse salino, as plantas foram fertirrigadas com
solucdo nutritiva com metade da forca i6nica, acrescida de NaCl. O experimento de estresse
salino foi constituido por um tratamento controle (S0), sem adi¢do do NaCl, com condutividade
elétrica (CE) de 1,20 dS m™ e dois tratamentos com aumento gradativo da concentracio de
NaCl: S60 = 20—40—60 mM de NaCl (CE de 3,49; 4,50 e 8,00 dS m™, respectivamente); S100
= 20—60—100 mM de NaCl (CE de 3,49; 8,00 e 11,28 dS m™, respectivamente). O aumento
na concentracdo de NaCl ocorreu com um incremento de 20 mM (S60) ou de 40 mM (S100) a
cada 10 dias, de forma a criar um estresse salino gradativo ao longo de 30 dias. O estresse
hidrico foi constituido por dois tratamentos: um tratamento controle (100% da capacidade de
pote — CP) e um de estresse hidrico gradual, no qual as plantas foram fertirrigadas com 50 % e
25 % da CP. A reducdo da CP foi realizada aos 15 dias, criando um estresse hidrico gradativo
ao longo de 30 dias. A CP foi determinada previamente pelo método gravimétrico
(Souza et al. 2000).

O delineamento experimental para o estresse salino foi inteiramente casualizado onde o
estresse salino foi distribuido em arranjo fatorial 3 x 3, composto por trés tratamentos de
priming in vitro (SP, P12 e P36) e trés niveis salinos (S0, S60 e S100) e o estresse hidrico foi
distribuido em um arranjo fatorial 3 x 2, constituido pelos trés tratamentos de priming in vitro
e dois regimes hidricos (controle e estresse gradual). Foram utilizadas quatro repeti¢cGes durante

as fases in vitro e em estufa.

Avaliagdes biométricas e bioquimicas

No decorrer do periodo dos experimentos de estresse salino e hidrico (30 dias) foi
analisado o diametro da parte aérea (JPA). Apods esse periodo, partes aéreas e raizes das plantas
foram coletadas, acondicionadas em sacos de papel previamente identificados e levados a estufa
de ventilagdo forcada a temperatura de 70 °C até peso constante. Em balanca analitica, foram
determinadas as biomassas secas das partes aéreas (BSPA) e das raizes (BSR).

As variaveis bioquimicas analisadas foram: atividade das enzimas SOD (EC 1.15.1.1),
APX (EC 1.11.1.11) e CAT (EC 1.11.1.6).

Foram homogeneizadas em nitrogénio liquido 500 mg de folhas frescas, com 2 mL de
tampdo de extragdo composto por fosfato de potassio monobasico e bibasico, ambos a 1M (pH

7,5) e 20 % de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g
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a uma temperatura de -4 °C durante 20 minutos (modificado de Zeraik et al. 2008). O
sobrenadante foi armazenado em freezer a -20 °C para posterior determinacdo das proteinas
soluveis totais e das atividades enzimaticas. A determinagdo do teor de proteinas soluveis
seguiu 0 método descrito por Bradford (1976), no qual as solugdes padrdes (100 pl) e os extratos
das amostras (100 pl) receberam 2 ml do reagente coomassie brilliant blue. Os padrbes foram
preparados com albumina de soro bovino (BSA) e as leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 595 nm, sendo o conteudo de proteina
expresso em mg de proteina solvel g de matéria fresca.

A atividade da SOD foi determinada seguindo a metodologia de Giannopolitis e Reis
(1977). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 560 nm e a
atividade foi expressa em U SOD mg™ proteina.

A analise da APX foi realizada segundo metodologia de Nakano e Asada (1981). A reacdo
foi constituida por uma solu¢ao contendo 1335 pL de tampao fosfato de potassio monobasico
a 50 mM (pH 6,0), 75 uL do extrato enzimatico, 75 pL de 4cido ascorbicoa 10 mM e 15 pL de
peroxido de hidrogénio (H202) a 100 mM. As leituras foram feitas no tempo zero e aos 60
segundos, em espectrofotdometro a 290 nm. A atividade enzimatica foi expressa em pmol
Ascorbato mg™ proteina min e calculada usando o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM*
cm de ascorbato.

A analise da atividade da CAT seguiu a metodologia proposta por Berrs e Sizer (1952).
A reagdo foi constituida por uma solugdo contendo 1390 pL do tampao fosfato de potassio
monobasico 100 mM (pH 7,0), 50 uL do extrato enzimatico ¢ 60 uL de H2O2 (0,5 M). As
leituras foram feitas no tempo zero e aos 60 segundos, a uma temperatura de 25 °C em
espectrofotdbmetro a 240 nm. A atividade enzimatica foi determinada pela decomposic¢ao do
H20; durante 1 min e expressa em pumol HO, mg™* proteina min™.

Para as andlises bioquimicas foram utilizadas trés repetic6es, de cada tratamento, com as

quais foram realizadas leituras em triplicatas.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade, utilizando o programa de analises estatisticas
Assistat 7.7 (Assis e Silva 2013).
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Resultados
Biometria e biomassa

As tabelas 1 e 2 apresentam os resultados referentes as avaliacdes biométricas das plantas
submetidas, durante 30 dias, aos tratamentos salino e hidrico e do controle (sem estresse), apos
pré-condicionamento in vitro com NaCl.

Os tratamentos salinos (Tabela 1) e o tratamento hidrico (Tabela 2) impuseram reducédo
no crescimento caracterizada por queda na producdo de biomassa seca da parte aérea e raizes,
bem como no diametro da parte aérea. Ndo houve efeito dos tratamentos de priming in vitro
sobre as varidveis biométricas e a interacdo entre os fatores ndo foi significativa.

A reducdo na BSPA e BSR das plantas da variedade RB98710 quando expostas ao
estresse salino gradativo foram, em média, 18,87 % e 27,29%, respectivamente, enquanto que

o crescimento em @PA foi reduzido em 22,51%.

Tabela 1 Biomassa seca da parte aérea (BSPA), das raizes (BSR) e didmetro da parte aérea (dPA), aos
30 dias de estresse salino gradativo ex vitro: (SO = controle; S60 = 20—+40—60 mM de NaCl; S100 =
20—60—100 mM de NaCl), de plantas de cana-de-agucar da variedade RB98710 provenientes de
tratamentos de priming in vitro com 25 mM de NaCl na fase de multiplicagdo em biorreatores de imerséo

temporaria (BIT)

Tratamentos salinos

(mM NaCl) BSPA (g) BSR (g) @PA (mm)
SO (controle) 11,00 a 3,06 a 9,24 a
S60 9,00 b 2,28b 711b
S100 8,85hb 2,17b 7,21b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade

O estresse hidrico também promoveu reducdes no crescimento da variedade RB98710
(Tabela 2). Quando submetidas ao estresse hidrico a producédo de BSPA e a BSR das plantas
caiu em 20,90% e 15,36%, respectivamente. A reducdo no @PA foi de 17,31%. O priming ndo
proporcionou efeito sobre as varidveis biométricas e a interacdo entre os fatores também nao

foi significativa.
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Tabela 2 Biomassa seca da parte aérea (BSPA), das raizes (BSR) e didmetro da parte aérea (JPA), aos
30 dias de estresse hidrico gradativo (Controle = 100% da CP; estresse hidrico gradual = 50% da CP
seguido de 25% da CP, durante 15 dias cada), de plantas de cana-de-acUcar da variedade RB98710
provenientes de tratamentos de priming in vitro com 25 mM de NaCl na fase de multiplicacdo em

biorreatores de imersao temporéria (BIT)

Tratamentos hidricos BSPA (9) BSR (Q) @PA (mm)
Controle 11,00 a 3,06 a 9,24 a
Estresse hidrico 8,70 b 259 b 764Db

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade

Teores de MDA, H,0: e atividade enzimatica do sistema de defesa antioxidativo

As Tabelas 3 e 4 apresentam os teores de malondialdeido (MDA) e de perdxido de
hidrogénio (H202) aos 30 dias de tratamento com rega salina.

No que se refere ao teor de MDA, observou-se efeito significativo de ambos os fatores e
dainteracgéo entre eles (Tabela 3). O estresse salino causou aumento no teor de MDA nas plantas
gue ndo passaram pelos tratamentos de pré-condicionamento in vitro com NaCl, mas ndo houve
acumulo nas plantas pré-condicionadas quando submetidas ao estresse salino. No mais alto
nivel de salinidade (S100) as plantas provenientes do tratamento P36 apresentaram menor
concentracédo de MDA do que aquelas do SP (Tabela 3).

Tabela 3 Teores de malondialdeido (MDA) em folhas de plantas de cana-de-aclcar da variedade
RB98710 provenientes de tratamentos de priming in vitro com 25 mM de NaCl (SP = sem priming; P12
= 12h; P36 = 36h) na fase de multiplicacdo em biorreatores de imersdo temporéaria (BIT), aos 30 dias de
estresse salino gradativo (SO = controle; S60 = 20—40—60 mM de NaCl; S100 = 20—60—100 mM de
NaCl)

o MDA (nmol g* matéria fresca)
Priming in vitro

SO S60 S100
SP 1,40 bB 2,28 aA 2,88 aA
P12 2,30 aA 2,24 aA 2,41 abA
P36 1,76 abA 1,94 aA 2,02 bA

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade
(minuscula entre tratamentos de priming in vitro e mailscula entre tratamentos de estresse salino

gradativo)
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O tratamento de estresse salino mais severo (S100) induziu aumento na concentragao de
H>0>. Este acumulo de H20- foi menor nas plantas pré-condicionadas do que nas plantas do SP

(Tabela 4). A interagdo entre os fatores de priming e salinidade néo foi significativa.

Tabela 4 Efeitos isolados dos tratamentos de priming in vitro com 25 mM de NaCl na fase de
multiplicacdo em biorreatores de imersdo temporaria (SP, P12 e P36) e dos tratamentos salinos (S0, S60
e S100) sobre o teor de peroxido de hidrogénio (H2O2) em folhas de cana-de-aglcar da variedade
RB98710, aos 30 dias

Priming in vitro H202 (umol g* matéria fresca)
SP 121a
P12 0,98 b
P36 0,63c
Tratamentos salinos (mM NacCl) H202 (umol g* matéria fresca)
SO (controle) 0,88 b
S60 0,86 b
S100 1,07 a

Médias seguidas de mesma letra, dentro de cada fator (priming; salinidade) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 0,05 de probabilidade

O efeito do estresse hidrico evidenciou-se também pelo acimulo de MDA e de H>Ox.
Entre os tratamentos de priming, o maior teor de MDA foi registrado nas plantas do P12,
enquanto que o teor de H.O> foi menor nas plantas do P36 (Tabela 5).

O teor de MDA duplicou (100%) nas plantas provenientes do tratamento SP quando
submetidas ao estresse hidrico, enquanto que naquelas do P36 este acimulo foi inferior a 40%
do teor medido nas plantas ndo estressadas (controle). Deve-se destacar também que a
concentracdo de MDA nas plantas pré-condicionadas in vitro com NaCl por 12 horas (P12), foi
maior do que nos demais tratamentos de priming, com ou sem suspensao de rega ex Vvitro
(Tabela 5).
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Tabela 5 Teores de malondialdeido (MDA) e peroxido de hidrogénio (H.0,) em folhas de plantas de
cana-de-acucar da variedade RB98710 provenientes de tratamentos de priming in vitro com 25 mM de
NaCl (SP = sem priming; P12 = 12h; P36 = 36h) na fase de multiplicagdo em biorreatores de imersdo
temporaria (BIT), aos 30 dias de estresse hidrico gradativo (Controle = 100% da CP; estresse hidrico
gradual = 50% da CP seguido de 25% da CP, durante 15 dias cada)

Priming MDA (nmol g* matéria fresca) H20: (umol g* matéria fresca)

in vitro Controle Estresse hidrico Controle Estresse hidrico
SP 1,40 bB 2,80 bA 1,20 aB 1,65 aA
P12 2,30 aB 3,38 aA 0,86 abB 1,46 abA
P36 1,76 bB 2,41 bA 0,59 bB 1,02 bA

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade
(minuscula entre tratamentos de priming in vitro e mailscula entre tratamentos de estresse salino

gradativo)

O estresse salino promoveu aumento na atividade enzimatica da SOD, APX e CAT
(Tabela 6). Aumento na atividade da SOD foi verificado nos tratamentos SP e P12 quando
submetidos ao estresse salino, porém o P12, apresentou 0s menores valores na atividade dessa
enzima quando submetido ao tratamento controle ou a 60 mM de NaCl (Tabela 6). Entre os
tratamentos de priming, o P36 obteve a maior atividade da SOD, contudo a sua atividade nédo
apresentou alterac6es devido ao estresse salino (Tabela 6). O tratamento SP foi 0 que apresentou
uma maior atividade da APX, jaa CAT, a maior atividade foi verificada nos tratamentos P12 e

P36, tanto no controle como no mais alto nivel de salinidade (S100) (Tabela 6).
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Tabela 6 Atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) em folhas de plantas de cana-de-agUcar da variedade
RB98710 provenientes de priming in vitro com 25 mM de NaCl (SP = sem priming; P12 = 12 h; P36 = 36 h) na fase de multiplicacdo em biorreatores de imerséo
temporaria (BIT), aos 30 dias de estresse salino gradativo (SO = controle; S60 = 20—»40—60 mM de NaCl; S100 = 20—-60—100 mM de NaCl)

Priming SOD (U SOD mg*! proteina) APX (um AsA mg*proteina min™?) CAT (um H.0, mg* proteina min™)

in vitro SO S60 S100 SO S60 S100 SO S60 S100
SP 10,63 bB 20,11 bA 19,06 bA 10.548 aB 17.345 aA 17.138 aA 88,67 bB 139,33 aA 138,67 bA
P12 7,55¢cC 14,30 cB 20,74 bA 6.046 bA 7.528 cA 7.259 bA 143,33 aB 156,67 aAB 174,00 aA
P36 25,56 aA 24,34 aA 26,89 aA 9.098 aA 11.562 bA 9.475 bA 159,67 aA 162,00 aA 167,33 aA

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade (mintscula entre tratamentos de priming in vitro e maiuscula entre

tratamentos de estresse salino gradativo)
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No que se refere as enzimas do sistema de defesa antioxidativo, observaram-se distintas
respostas ao estresse hidrico (Tabela 7). O estresse hidrico ndo proporcionou aumento na
atividade da SOD nas plantas do tratamento P36, mas os seus valores foram superiores aos das
plantas do SP e P12, com ou sem suspenséo de rega. A SOD apresentou aumento da atividade
nas plantas dos tratamentos SP e P12 quando submetidas ao estresse hidrico. A APX, por sua
vez, ndo teve sua atividade alterada pelo estresse hidrico, mas as plantas do P12 apresentaram
0s mais baixos valores de atividade dessa enzima. No regime de rega plena, as plantas do SP
mostraram baixa atividade da CAT, mas praticamente duplicaram esse valor quando
submetidas ao estresse hidrico. Nas plantas do P36 a atividade da CAT também aumentou em

condicao de estresse, esta foi superior a atividade das plantas do SP e P12 (Tabela 7).

Tabela 7 Atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase
(CAT) em folhas de plantas de cana-de-acUcar da variedade RB98710 provenientes de tratamentos de
priming in vitro com 25 mM de NaCl (SP = sem priming; P12 = 12h; P36 = 36h) na fase de multiplicacéo
em biorreatores de imersdo temporéria (BIT), aos 30 dias de estresse hidrico gradativo (Controle = 100%
da CP; estresse hidrico gradual = 50% da CP seguido de 25% da CP, durante 15 dias cada)

SOD (U SOD mg*! APX (um H,0, mg™ CAT (um H,0, mg*
Priming proteina) proteina mint) proteina min?)
in vitro Estresse Estresse Estresse
Controle o Controle o Controle o
hidrico hidrico hidrico

SP 10,63 bB 17,92 bA 10548 aA  12.725aA 88,67 bB 163,33 bA
P12 7,55 bB 14,53 bA 6.046 bA 6.156 bA  143,33aA 164,00 bA
P36 25,56 aA 28,75 aA 9.098 abA  9.966 aA 159,67aB 229,00 aA

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade
(minuscula entre tratamentos de priming in vitro e mailscula entre tratamentos de estresse salino

gradativo)

Discussao
Biometria e biomassa

As respostas das plantas aos estresses hidrico e salino tém muito em comum (Munns
2002). A diminuicdo do crescimento em decorréncia desses fatores de estresse ja foi
amplamente registrada na literatura (Osakabe et al. 2014; Parihar et al. 2015).

No que se refere a cana-de-agUcar, sabe-se que se trata de uma tipica glicéfita e que pode
ter seu crescimento reduzido ou paralisado, apresentando queda de rendimento de até 50%

frente a seu potencial produtivo quando submetida a estresse salino (Rao e Shaw 1985). A
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salinidade reduz a producéo de biomassa de cana-de-agucar (Ashraf et al. 2010), bem como o
comprimento de parte aérea e raiz, volume de raiz e area foliar, conforme registrado em
genotipos submetidos a 150 e 200 mM de NaCl em cultivo hidropdnico durante 50 dias (Anitha
et al. 2015).

Distintas varidveis biométricas podem ser consideradas na avaliagdo do crescimento das
plantas e podem apresentar maior ou menor sensibilidade ao fator imposto. Quando submetida
ao estresse salino durante 30 dias, a variedade RB98710 apresentou reducfes mais expressivas
na BSR e no @PA, da ordem de 27% e 22%, respectivamente, enquanto que a BSPA foi
reduzida em menos de 19%.

Em geral, no inicio do estresse o crescimento da parte aérea é, frequentemente, mais
afetado que o do sistema radicular. Numa escala temporal, o efeito da salinidade sobre o
crescimento apds as primeiras horas é claramente devido a diminuicdo da disponibilidade
hidrica, sem embargo, na escala de dias ou semanas, o controle do crescimento é provavelmente
regulado mais pela agdo hormonal do que pelo status hidrico (Munns 2002). No 30° dia de
exposicao ao estresse salino, o sistema radicular foi o mais afetado (Tabela 1). A parte aérea,
por sua vez foi a mais afetada sob condicdes de estresse hidrico, apresentado uma reducéo de
20 % enquanto que a BSR reduziu em apenas 15%, frente as plantas do tratamento controle
(Tabela 2).

Alguns trabalhos tém avaliado os efeitos do estresse hidrico em cana-de-acUcar e
demonstrado que a taxa de crescimento € o primeiro processo afetado pela reducdo da
disponibilidade hidrica (Koonjah et al. 2006; Inmam-Bamber et al. 2008). A queda no acimulo
de biomassa e no crescimento em @PA nas plantas submetidas a salinidade e a reducdo da
disponibilidade de agua evidenciam a sensibilidade desse processo fisioldgico na variedade
estudada.

Os tratamentos de pré-condicionamento in vitro com NaCl ndo tiveram efeito
significativo sobre o crescimento das plantas quando submetidas, durante 30 dias, a estresse
salino ou hidrico. Tem-se observado resultados contrastantes em resposta ao halopriming em
plantas submetidas a estresse salino ou hidrico. As variagdes nas respostas mostram-se
dependente das variaveis de crescimento avaliadas, da intensidade e/ou duracdo do tratamento
pré-condicionante (Goswami et al. 2013), do tipo de estresse imposto ap6s o priming (Goswami
et al. 2013; Patade et al. 2015), dos gendtipos estudados (Patade et al. 2009; 2012), bem como
da época de avaliacdo (Maswada e El-Kader 2016).

O efeito do priming em sementes de trigo sobre a biomassa seca de parte aérea e raiz das
plantas ndo foi evidenciado aos 30 dias ap6s o plantio (fase de perfilhamento), mas somente

aos 60 e 90 dias, correspondente as fases de crescimento de caule e floracdo, respectivamente
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(Maswada e El-Kader 2016). A fase fenoldgica e o tempo decorrido desde a aplicagdo do
priming foram condicionantes dos dados obtidos para as cultivares de trigo do trabalho citado.
A auséncia do efeito do priming in vitro nas avaliacbes de biomassa e @PA nas plantas da
variedade RB98710 de cana-de-acUcar também pode ser reflexo da época de avaliacdo
realizada, e por ter sido pontual e ndo ao longo do periodo experimental. A teoria da Sindrome
Geral de Adaptacdo (GAS — General Adaptation Syndrome), proposta em 1936 por Seyle,
abrange as respostas nao especificas que ocorrem em todo o organismo ao longo do periodo a
que esta submetido ao agente estressor (Fonder 2013). Avaliagcdes ao longo dos 30 dias de
exposicao ao estresse ou o prolongamento do periodo experimental com avaliagdes periddicas

poderiam mostrar diferencas aos pré-tratamentos condicionantes aplicados in vitro.

Teores de MDA, H»0: e atividade enzimatica do sistema de defesa antioxidativo

Assim como o estresse hidrico, o estresse salino também promove uma reducdo do
potencial osmotico, devido a elevada concentracao de soluto na solugdo do solo (Willadino e
Camara 2010). Ambos tendem a promover aumento na geracdo de espécies reativas de
oxigénio, caracterizando o estresse oxidativo (Gill e Tuteja 2010). A quantificacdo de MDA é
comumente utilizada para analisar a peroxidacdo lipidica de plantas sob estresse (Cia et al.
2012; Maswada e El-Kader 2016), visto que o seu aumento confirma um alto nivel de estresse
oxidativo (Zengin 2013). Plantas de Triticum aestivum L. apresentaram teores de MDA
inferiores ao controle quando suas sementes foram submetidas a diferentes tratamentos priming
(Maswada & El-Kader 2016). Esses resultados estdo de acordo com os obtidos na variedade
RB98710, na qual o nivel de peroxidacéo lipidica, demonstrado através do teor de MDA teve
um aumento nas plantas que ndo foram submetidas ao tratamento de priming in vitro
(tratamento controle). Por outro lado, esse aumento ndo foi observado nas plantas pré-
condicionadas (P12 e P36), quando submetidas aos dois niveis de estresse salino (Tabela 3), o
que evidencia auséncia de peroxidacao lipidica das membranas celulares. O baixo teor de MDA
nas plantas do tratamento P36 (Tabela 3) em relacdo ao controle, no nivel salino mais alto
(S100) pode ser explicado pelo baixo teor de H202 no mesmo tratamento de priming (Tabela
4). De forma oposta o alto teor de MDA do tratamento SP, durante o estresse salino (Tabela 3)
também pode ser justificado pelo alto teor de H202 no mesmo tratamento (Tabela 4). J& foi
demonstrado que o H>O2 ndo atua na peroxidacdo de lipidios de membrana, porém a reacéo
dessa ROS com o radical "0, na presenca de catalisadores metalicos como o ferro (Fe?* e Fe®"),
tem como produto o radical OH*, este é capaz de reagir com atomos de hidrogénio dos acidos
graxos poli-insaturados dos lipidios, promovendo danos as membranas celulares (Gill e Tuteja
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2010). Portanto, controlar os niveis de H20 e assim evitar a formacéo do radical OH* e
essencial. Uma vez que, ndo se conhece nenhum mecanismo enzimatico que possa promover a
eliminacdo dessa ROS altamente reativa (Vranova et al. 2002).

A geracdo de ROS via estresses abidticos como exemplo, a escassez de agua é bastante
regular, contudo quando o equilibrio é perturbado, eventos como a peroxidacdo lipidica,
degradacdo do sistema de defesa antioxidativo e alteracGes na expressdo de genes sédo
desencadeados (Choudhury et al. 2013). O estresse hidrico promoveu aumento no teor de MDA
e H20», independente do tratamento de priming (Tabela 5). Porém, o tratamento P36 apresentou
um menor teor de MDA e H203, independentemente de estar ou ndo sob estresse hidrico (Tabela
5). Diferentes condicOes de estresse hidrico também promoveram aumento na peroxidacao
lipidica, estimada pelo contetdo de MDA, bem como no teor de H20, em variedades sensiveis
(SP90-3414 e SP90-1638) e tolerantes (SP83-2847 e SP83-5073) de cana-de-acUcar (Cia et al.
2012). O pré-condicionamento em sementes de Orysa sativa L., com &cido salicilico, ndo
conseguiu manter os niveis de H2O2, quando as plantas foram submetidas ao estresse hidrico,
assim como 0 MDA, o que proporcionou uma alta peroxidacao lipidica (Farooq et al. 2009).

Segundo alguns autores, a alta atividade de enzimas antioxidantes demonstra eficiéncia
no controle do estresse oxidativo, porém também ¢é relatado que altas atividades evidenciam
sintomas de estresse oxidativo ou dano (Abogadallah 2010; Barakat et al. 2013). Diante disso
é primordial que a interpretacdo da atividade das enzimas envolvidas no controle das ROS seja
baseada nas respostas globais da planta, o0 que ira proporcionar uma correlacéo correta entre a
atividade enzimatica e a adaptacdo da planta ao estresse (Abogadallah 2010). Foi verificado
que as plantas que ndo foram submetidas ao pré-condicionamento in vitro (SP) apresentaram
aumento na atividade da SOD, APX e CAT, quando submetidas ao estresse salino, porém a
atuacdo conjunta dessas enzimas ndo foi suficiente para controlar o teor de H20, e evitar 0
aumento da peroxidacdo lipidica (Tabela 3). Esses resultados corroboram com os obtidos em
plantas de Triticum aestivum L. submetidas a estresse salino, as quais apresentaram aumento
na atividade enzimatica e na peroxidacdo lipidica, quando comparada as pré-condicionadas com
acido salicilico (Abedini e Daie-Hassani 2015). A SOD é considerada a primeira enzima na
linha de defesa contra as ROS (Barbosa et al 2014). Ela catalisa a dismutacdo do radical 02",
gerando H2O> e oxigénio molecular (O2), o que previne a formacéo de radicais OH* (Dinakar
et al. 2012). O H,0- é capaz de atravessar membranas e dependendo da sua concentracdo pode
agir duplamente. Quando em altas concentracGes pode provocar estresse oxidativo e em baixas
concentracfes age como um segundo mensageiro, promovendo sinalizacdo de respostas de
aclimatacdo ao estresse (Moller et al. 2007; Quan et al. 2008). O aumento na atividade de

enzimas que catalisam a decomposicéao do H20O. desempenha um importante papel na adaptagéao
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das plantas sob condicdes de salinidade, evitando o acimulo dessa ROS a niveis toxicos (Miller
et al. 2010), o que pode ser observado nas plantas pré-condicionadas durante 36h (P36). Apesar
desse tratamento apresentar a maior atividade da SOD, a produc¢éo de H>O2, por essa via foi
controlada pelo sistema de defesa antioxidativo (Tabela 6). Essa sintonia entre o baixo teor de
H>0- e atividade das enzimas demonstra que o sistema de defesa antioxidativo atuou de forma
positiva e evitou a peroxidacéo lipidica no tratamento P36, quando o mesmo foi submetido ao
estresse salino (Tabela 3). Durante o intervalo de tempo em que ocorre a percepc¢do do priming
e a futura exposicdo ao novo estresse, a planta precisa gerar e armazenar informacdes que
permitirdo uma resposta mais rapida e ou mais precisa ao estresse (Pastor et al. 2014). Varias
pesquisas demonstram que tratamentos de pré-condicionamento conseguiram ativar o sistema
de defesa antioxidativo e promover a aclimatacédo das plantas ao estresse salino, em variedades
de Oryza sativa L. (Carvalho et al. 2011), Saccharum officinarum L. (Patade et al. 2012), dentre
outras. A exposicdo a niveis de estresse demasiadamente fracos, podem ndo promover uma
capacidade de defesa adequada, em contrapartida estresses extremos induzem as plantas a um
maior grau de condicionamento ou rustificacdo (Larcher 2004). Os mecanismos que regem as
respostas ao estresse parecem ser mais complicados do que simples cascatas de sinalizacéo, a
suposicdo é que as plantas possam armazenar respostas de estresses bidticos e abioticos, o que
¢ geralmente definido como “stress imprint”, este pode provocar modificagdes genéticas ou
bioquimicas que auxiliam na resposta a um futuro ciclo de estresse (Jiménez-Arias et al. 2015).
Portanto é imprescindivel que haja um ajuste entre a concentracdo de agente estressante e 0
tempo de exposigdo ao estresse, para que a planta consiga “memorizar” o estresse e responder
de forma efetiva.

Geralmente, a alta atividade de enzimas como a SOD é correlacionada com 0 aumento do
estresse oxidativo (Santos et al. 2015) e durante situacdes de estresse hidrico, 0 aumento da sua
atividade foi verificado em espécies como Sorghum bicolor L. (Zhang et al. 2015) e Saccharum
spp. (Santos e Silva 2015), o que corrobora com os resultados obtidos no presente experimento.
O aumento na atividade da SOD, devido ao estresse hidrico (Tabela 7) possivelmente contribuiu
para o acumulo no teor de H20>, nas plantas dos tratamentos SP e P12 (Tabela 5). O H20- pode
ser produzido via glicolato oxidase, xantina oxidase (XOD) e através da B-oxidacdo de acidos
graxos, no entanto, ele também é um produto da atividade da SOD (Neill et al. 2002; Sharma
et al. 2012). Frente ao controle dessa espécie reativa estdo a CAT e a APX, ambas participam
de um conjunto de enzimas que promovem a eliminacdo do H2O> (Das et al. 2015).

O estresse hidrico afeta as plantas em varios niveis de organizacdo e na membrana ele
promove deslocamento de proteinas, 0 que contribui para a perda da integridade seletiva e a

reducdo da atividade de enzimas (Mahaja e Tuteja 2005), provocando um desequilibrio no
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sistema redox e consequentemente o estresse oxidativo (Dinakar et al. 2012). O estresse
oxidativo é bem reportado em diferentes variedades da espécie Saccharum (Boaretto et al. 2014;
Santos et al. 2015) e também pdde ser constatado na variedade RB98710 avaliada neste
experimento. Os resultados das atividades da APX e da CAT nos tratamentos SP e P12 (Tabela
7) demonstraram que o estresse hidrico provavelmente promoveu um desequilibrio no sistema
redox, 0 que impossibilitou uma acdo mais efetiva dessas enzimas, ocasionou aumento no teor
de H202 e um maior nivel de peroxidacgdo lipidica (Tabela 5). O tratamento P36, quando
comparado aos demais tratamentos de priming apresentou uma maior atividade da CAT (Tabela
7), 0 que proporcionou um menor teor de H202 nas plantas pre-condicionadas durante 36 h
(Tabela 5). Porém o sistema de defesa antioxidativo ndo conseguiu evitar o aumento da
peroxidacdo lipidica das plantas do tratamento P36, quando submetidas ao estresse hidrico
(Tabela 5). A utilizacdo do NaCl como agente pré-condicionante ao estresse hidrico, ndo foi
efetiva no controle dos niveis de peroxidacdo lipidica da variedade RB98710. Isso pode ser
possivel porque, a salinidade além de promover um efeito osmético nas plantas, ela também
produz um efeito iénico (Willadino e Camara 2010). Por outro lado, a utilizacdo de agentes de
pré-condicionamento que submetam o 6rgdo vegetal a apenas um potencial osmatico baixo,
como o polietilenoglicol (PEG) tém apresentado respostas positivas na ativagéo do sistema de
defesa antioxidativo, promovendo o controle da peroxidagdo lipidica, bem como o melhor
desenvolvimento da planta em condicdo de estresse (Yuan-Yuan et al. 2010; Zhang et al. 2015).
Isso reforca a ideia de que as respostas promovidas pelo priming sdo dependentes de varios
fatores (Goswami et al. 2013; Patade et al 2015).

Os tratamentos de priming proporcionaram uma melhor ativagdo do sistema de defesa
antioxidativo quando as plantas foram submetidas ao estresse salino, evitando a peroxidagao
lipidica. Contudo, durante os 30 dias de estresses salino e hidrico, o priming ndo promoveu
efeito pré-condicionante, que favorecesse a manutencdo do crescimento das plantas em
condicBes de estresse. Baseado nesses resultados é possivel afirmar, que a concentracdo de 25
mM de NaCl e os tempos de pré-condicionamento (12 e 36 h) utilizados nas plantas da
variedade RB98710, ndo foram eficientes para promover um efeito pré-condicionante aos

estresses salino e hidrico.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

3 Plantas de cana-de-agucar da variedade RB867515, pré-condicionadas durante a fase de
multiplicagdo em sistema de biorreatores de imersdo temporaria apresentam tolerancia

ao estresse salino, quando sdo expostas a um novo ciclo de 30 dias de estresse;

©3 A aplicacdo de priming in vitro com 100 mM de cloreto de sodio, durante 24 horas
favorece o pré-condicionamento de plantas de cana-de-acUcar da variedade RB867515,
0 que proporciona modulacdo do seu equilibrio redox, quando as mesmas sao

submetidas a um novo ciclo de estresse salino, com duracéo de 30 dias;

©3 O tempo de exposicdo e a concentracdo do agente pré-condicionante sdo fatores que

interferem no efeito do priming in vitro;

o3 A aplicacdo de halopriming com 25 mM de cloreto de sddio, durante a fase de
multiplicacdo em sistema de biorreatores de imersdo temporaria, ndo promoveu efeito
pré-condicionante ao estresse salino e hidrico, nas plantas de cana-de-agUcar da
variedade RB98710;

o3 A auséncia do efeito pré-condicionante na variedade RB98710 reforca o conceito da
variabilidade genotipica e a necessidade de ajustes de protocolos de pré-

condicionamento por genétipos;

©3 O pré-condicionamento de plantas de cana-de-acUcar em sistema de biorreatores de
imersdo temporaria é uma técnica simples, de baixo custo e capaz de promover
toleréncia. Porém, ela necessita de analises adicionais para avaliar o seu efeito durante

0 desenvolvimento da planta em condigdes de campo.
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Manuscripts that are accepted for publication will be checked by our copyeditors for spelling
and formal style. This may not be sufficient if English is not your native language and
substantial editing would be required. In that case, you may want to ask a native speaker to help
you or arrange for your manuscript to be checked by a professional language editor prior to
submission. A clear and concise language will help editors and reviewers concentrate on the
scientific content of your paper and thus smooth the peer review process.

The following editing service provides language editing for scientific articles in medicine,
biomedical and life sciences, chemistry, physics, engineering, business/economics, and
humanities

« Edanz Editing Global

Please contact the editing service directly to make arrangements for editing and payment.

Use of an editing service is neither a requirement nor a guarantee of acceptance for publication.

TITLE PAGE
Title Page
The title page should include:
e The name(s) of the author(s)
e A concise and informative title
o The affiliation(s) and address(es) of the author(s)
e The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author
Abstract
Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined
abbreviations or unspecified references.
Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
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AUTHOR CONTRIBUTIONS STATEMENT
Authors are expected to provide a short description of the contributions made by each listed

author. It will be published in a separate section in front of the Acknowledgments.

TEXT
Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

o The text of a research paper should be divided into Introduction, Materials and Methods,

Results, Discussion, Acknowledgements, Conflict of Interest, and References.

o Materials and Methods must include statement of Human and Animal Rights.

e Use anormal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

o Use italics for emphasis.

e Use the automatic page numbering function to number the pages.

o Do not use field functions.

o Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

o Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

o Use the equation editor or MathType for equations.

o Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).
Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

o LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a
reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference citation,
and they should never include the bibliographic details of a reference. They should also not
contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by
superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical data).
Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.
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Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before

the reference list. The names of funding organizations should be written in full.

SCIENTIFIC STYLE

o Please always use internationally accepted signs and symbols for units (SI units).

e Genus and species names should be in italics.

e Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are used, the

generic name should be given at first mention.

REFERENCES

Citation

Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:

« Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).

o This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).

o Thiseffect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995; Kelso and Smith
1998; Medvec et al. 1999).
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The list of references should only include works that are cited in the text and that have been
published or accepted for publication. Personal communications and unpublished works should
only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a reference
list.
Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each work.
o Journal article
Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009) Effect
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Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production.

J Mol Med. doi:10.1007/s001090000086

o Book

South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London

o Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern

genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257

e Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.

http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

o Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California
Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title
Word Abbreviations, see

e ISSN.org LTWA

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of

in-text citations and reference list.
o EndNote style (zip, 2 kB)

TABLES

« All tables are to be numbered using Arabic numerals.

e Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

o For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.

« Identify any previously published material by giving the original source in the form of a
reference at the end of the table caption.

« Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for

significance values and other statistical data) and included beneath the table body.

ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your artwork
photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be produced to the
highest standards with the greatest accuracy to detail. The published work will directly reflect

the quality of the artwork provided.
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Electronic Figure Submission

o Supply all figures electronically.

« Indicate what graphics program was used to create the artwork.

« For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format.
MSOffice files are also acceptable.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

« Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

Line Art

« Definition: Black and white graphic with no shading.

« Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures
are legible at final size.

o All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

o Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dpi.

« Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art

« Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

« If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within the
figures themselves.

« Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art

« Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing,
extensive lettering, color diagrams, etc.

o Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

o Color art is free of charge for online publication.

o If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information
will still be visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted
to black and white. A simple way to check this is to make a xerographic copy to see if the
necessary distinctions between the different colors are still apparent.

« If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

e Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

e To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).
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Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2—-3
mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on
an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the

consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,

"Al, A2, A3, etc.” Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) should,

however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts.
Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also
in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at
the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc.,
as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a

reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not
higher than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not
higher than 198 mm.
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Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission
from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some
publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any
costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases, material from other

sources should be used.

Accessibility
« Inorder to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures,
please make sure that
« All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software
or a text-to-Braille hardware)
o Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (colorblind
users would then be able to distinguish the visual elements)

o Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This feature
can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed or is more

convenient in electronic form.

Submission

o Supply all supplementary material in standard file formats.

o Please include in each file the following information: article title, journal name, author
names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

e To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require
very long download times and that some users may experience other problems during
downloading.

Audio, Video, and Animations

e Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations

e Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term
viability.

e A collection of figures may also be combined in a PDF file.



MELO, G. M. Adaptabilidade fisiolégica ao estresse abiético induzida pela aplicagdo de priming in vitro em plantas de cana-de-agticar. 132

Spreadsheets

» Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.

« Ifthe readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be
submitted as .xIs files (MS Excel).

Specialized Formats

o Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook),
and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files

e Itis possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

o If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the
material as a citation, similar to that of figures and tables.

e Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the animation
(Online Resource 3)", ... additional data are given in Online Resource 4”.

o Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions

« For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of
the file.

Processing of supplementary files

o Electronic supplementary material will be published as received from the author without
any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your

supplementary files, please make sure that

« The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material

« Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so that

users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

CONFLICT OF INTEREST

All benefits in any form from a commercial party related directly or indirectly to the subject of
this manuscript or any of the authors must be acknowledged. For each source of funds, both the
research funder and the grant number should be given. This note should be added in a separate
section before the reference list.

If no conflict exists, authors should state: The authors declare that they have no conflict of

interest.



MELO, G. M. Adaptabilidade fisiolégica ao estresse abiético induzida pela aplicagdo de priming in vitro em plantas de cana-de-agticar. 133

DOES SPRINGER PROVIDE ENGLISH LANGUAGE SUPPORT?

Manuscripts that are accepted for publication will be checked by our copyeditors for spelling
and formal style. This may not be sufficient if English is not your native language and
substantial editing would be required. In that case, you may want to have your manuscript edited
by a native speaker prior to submission. A clear and concise language will help editors and
reviewers concentrate on the scientific content of your paper and thus smooth the peer review
process.

The following editing service provides language editing for scientific articles in all areas
Springer

publishes in:

o Edanz English editing for scientists

Use of an editing service is neither a requirement nor a guarantee of acceptance for publication.
Please contact the editing service directly to make arrangements for editing and payment.
« Edanz English editing for scientists

AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query Application
at Springer’s web page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and
indicate whether you wish to order OpenChoice, offprints, or printing of figures in color.
Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed and you

will receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal and
access to that article is granted to customers who have purchased a subscription), Springer
provides an alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer Open Choice
article receives all the benefits of a regular subscription-based article, but in addition is made
available publicly through Springer’s online platform SpringerLink.

o Springer Open Choice

Copyright transfer
Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the Publisher
exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest possible protection

and dissemination of information under copyright laws.
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Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the
author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the Creative

Commons Attribution License.

Offprints

Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations

Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version, authors
will be expected to make a contribution towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the completeness
and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in content, e.g., new results,
corrected values, title and authorship, are not allowed without the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum, which

will be hyperlinked to the article.

Online First
The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official first
publication citable with the DOI. After release of the printed version, the paper can also be cited

by issue and page numbers.



