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Vi
RESUMO

DUARTE, Rafaela Pereira.Priming in vitro em variedades de cana-de-acUucar
(RB966928 e RB867515). 2017. 33f. (Graduacdo em Biotecnologia) — Universidade
Federal da Grande Dourados, Dourados - MS.

A cana-de-acUcar é uma cultura que assume lugar de destaque na economia
mundial e no Brasil, e sendo uma glicéfita apresenta sensibilidade a solos salinos em
varios estagios de seu crescimento. A alta concentracdo de sal em solos agricolas,
principalmente aqueles que sdo irrigados, & motivo de grande preocupacdo, ndo s6 no
Brasil, como no mundo. A aplicacdo de métodos de pré-condicionamento (priming) é
uma estratégia que envolve uma exposicdo da planta a fatores de estresse bidticos ou
abioticos, tornando-a mais resistente quando exposta a um novo ciclo de estresse. Com
0 objetivo de associar as técnicas de priming e de micropropagacao, plantas de cana-de-
acucar das variedades RB966928 e RB867515, micropropagadas a partir de meristemas,
receberamtratamentos de priming caracterizados pela adicdo separada de diferentes sais
(NaCl e KCI) em diferentes concentracdes (0,0; 12,5; 25,0 e 50,0mM) no meio MS.
Concluidos os periodos de priming, as plantas foram cultivadas em meio de
enraizamento sem adicdo de sais, aclimatizadas e submetidas a estresse salino ex vitro
gradativo com regas de 20—40 ¢ 60 mM de NaCl, durante 30 dias. Apos 0 estresse ex
vitro, as plantas foram avaliadas sob as variaveis: matéria seca da parte aérea (MSPA) e
radicular (MSR), numero de perfilhos, e indice de clorofila SPAD. Observou-se
resposta distinta das variedades RB966928 e RB867515 quando submetidas aos
tratamentos de priming com diferente concentragdes de NaCl e KCIl. As mudancas nas
concentracdes dos tratamentos de priming apresentaram efeito significativo sob o indice
de clorofila, sendo que os dois sais (NaCl e KCI) e as duas variedades (RB966928 e
RB867515) geraram respostas distintas.A exposicdo ao agente agressor em tempo maior
que 24 horas pode ser mais efetivo na geracdo de um estresse capaz de ativar o
metabolismo celular e incrementar a atividade fisiolégica da planta.Recomenda-se
estudos com o aumento da duracdo dos tratamentos de priminge estudo mais detalhados
da cultura ao longo do seu ciclo produtivo.

Palavras-chave: Estresse salino, micropropagacédo, Saccharum officinarum L.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) € uma das principais culturas
do mundo, cultivada em mais de 100 paises. O Brasil ndo é somente o maior produtor
de cana do mundo, mas também o primeiro na producdo de acglcar e 0 segundo na
producdoetanol, atraindo, cada vez mais, 0 mercado externo com 0 uso do
biocombustivel como opc¢éo energética. Estima-se que na safra 2016/17,a area colhida
no Brasil de cana-de-acucar destinada a atividade sucroalcooleira seja de 9.1 milhdes
hectares (CONAB, 2016).

Uma das maiores limitacGes na produtividade de culturas € a salinidade dos
solos, devido ao seu efeito negativo no crescimento das plantas, no equilibrio de ions e
nas relagdes hidricas (MUNNS e TESTER, 2008). A alta concentracéo de sal em solos
agricolas, principalmente aqueles que sdo irrigados, € motivo de grande preocupacao,
ndo s6 no Brasil, como no mundo. No Brasil, o problema da salinidade é maior nas
regibes aridas e semidridas, uma vez que estas apresentam naturalmente alta
concentracdo de sais (RIBEIRO et al., 2003). O uso dos solos salinos se faz cada vez
mais necessario, pelo fato do crescimento da populacdo mundial e extensdo das areas
urbanas (MUNNS, 2005).

Por ser uma glicofita, a cana-de-aclcar apresenta sensibilidade a solos
salinos em varios estadios de seu crescimento, com o seu rendimento reduzido para
50% ou menos do seu verdadeiro potencial. Além disso, a cana diminui seu rendimento
de sacarose, através do efeito sobre a biomassa e qualidade do suco (SUPRASANNA et
al., 2011).Como os métodos de melhoramento genético em cana-de-agucar apresentam
alguns problemas que véo desde a influéncia do ambiente, longo periodo de tempo para
se conseguir os resultados e até o risco da mistura varietal, a micropropagacaosurge
como forma de aperfeicoar esses processos (ELDESSOKY et al., 2014).

A micropropagagdo é uma alternativa ao processo convencional de
propagacdo vegetativa através de colmos, que pode proporcionar altas taxas de
multiplicacdo de cana-de-agUcar com intmeras vantagens em relacdo a multiplicacdo
em campo (MALHOTRA, 1995).Sob condicGes controladas, essa técnica apresenta
métodos eficientes que levam a uniformidade na producédo, gerando mudas de qualidade
fisioldgica e de sanidade, além de produzir grande quantidade de mudas, em tempo e
espaco reduzidos (GERALD, 2011).



11

Para sustentar a producdo de cana-de-aclicar e melhorar sua
produtividade,métodos convencionais e biotecnoldgicos precisam ser integrados para
serem solucionadas algumas restricbes como: tolerancia a estresses bioticos e abioticos,
gestdo de nutriente, e melhora na recuperacdo de aclcar (SUPRASANNA et al.,
2011).Certas moléculas, fatores ambientais, micro-organismos ou suas partes, podem
pré-sensibilizar o metabolismo celular de plantas, de modo que apds a exposicao a esses
fatores (priming) as plantas sdo capazes de responder mais rapidamente, e a um grau
mais elevado do que as plantas que nao foram expostas e, portanto, lidar melhor com as
limitacbes (CONRATH, 2009).

A aplicacdo de métodos de pré-condicionamento (priming) é uma forma de
proporcionar maior tolerancia aos fatores de estresse abidtico, dentre eles o estresse
salino, por promover um processo de rustificacdo das plantas. A utilizacdo de priming
com cloreto de sédio (NaCl) em rebolos de cana-de-acucar diminui os efeitos inibitorios
da salinidade na geminagdo e no crescimento das plantulas (PATADE et al., 2011).
Além disso, aassociacdo das técnicas de priming e de micropropagacdo também se
mostrou eficiente, sendo uma préatica simples e capaz de favorecer a resisténcia em
plantas de cana-de-acicar(MELO et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

e Utilizar a técnica de priming in vitro em plantas de cana-de-agUcar das
variedades RB966928 e RB867515 micropropagadas em meio semissélido;

e Aplicar diferentes concentrac6es de priming com NaCl e KCI, separadamente;

e Cultivar as plantas sob estresse salino ap6s a aclimatizacdo para avaliar a

resposta dos diferentes tratamentos depriming.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cana-de-agucar

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) € uma Magnoliophyta, da ordem
Cyperales, familia Poaceae, do género Saccharum, com algumas espécies conhecidas e,
entre estas, diversas cultivares. A cultura é cultivada em diversos paises, tendo o Brasil
como o maior cenario produtivo, seguido por india, China e Tailandia (CONAB, 2016).

A producdo de cana-de-acucar, estimada para a safra 2016/17, é de 694,54
milhGes de toneladas, com expectativa de crescimento de 4,4% em relacdo a safra
anterior. Esta grande producédo é decorrente das grandes areas cultivaveis e condigdes
edafoclimaticas favoraveis a cultura, tornando o Brasil um pais promissor para sua
exportacdo (CONAB, 2016).A cana-de-acucar é de grande importancia para o
agronegocio brasileiro, devido ao seu acumulo de sacarose, que € um carboidrato
largamente utilizado como matéria prima para a producdo de produtos alimenticios e
biocombustivel, destacando-se o agucar e o0 alcool (GUERZONI et al., 2014).

Atualmente, a agroindustria canavieira mostra-se muito favoravel devido ao
esgotamento das jazidas petroliferas e ao elevado preco do petréleo. Além disso, ha
maior conscientizacdo das pessoas em relacdo ao meio ambiente sobre os efeitos
indesejaveis da utilizacdo de combustiveis fésseis no balanco de carbono na atmosfera e
aos efeitos desastrosos do aguecimento da superficie terrestre. Nesse contexto, a cana-
de-acucar é considerada uma das grandes alternativas para o setor de biocombustiveis
devido ao grande potencial na producdo de etanol e aos respectivos subprodutos
(CONAB, 2016).

Considerando o metabolismo C4 da cana-de-acUcar, o plantio em locais com
condicdes de alta temperatura, radiacdo solar e com disponibilidade hidrica sdo
favoraveis e proporcionam elevadas taxas de produtividade (SILVA et al., 2011;
ANTUNES et al., 2016). Porém, regides que possuem condicdes climaticas com valores
elevados de temperatura do ar e de radiacao solar, geralmente, sofrem com a escassez de
agua e solos salinos (GHAFOOR, 2004).

Devido ao aumento do cultivo de cana-de-agucar ao longo dos anos, sua
expansdo se da, muitas vezes, em condi¢fes que ndo sao propicias ao seu cultivo, o que
demanda o desenvolvimento de tecnologias e meios de se cultivar em diversos tipos de

ambientes. Entre estes ambientes, salientam-se aqueles que causam estresses abioticos
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nas plantas, como o estresse por temperatura, 0 estresse hidrico e o estresse salino
(CHICONATO, 2016).

3.2 Estresse Salino

Estresse em plantas é o resultado de qualquer condicdo adversa que afete de
maneira desfavoravel o metabolismo, o crescimento e o desenvolvimento da planta
(LICHTENTHALER, 2004). Essa condicdo pode ser desencadeada por fatores bidticos
(resultantes da acdo de micro-organismos) e abidticos (resultantes do excesso ou déficit
de algum fator fisico ou quimico do meio ambiente), podendo ocorrer de forma isolada
ou concomitantemente (TAIZ e ZEIGER, 2013).

O estresse salino ocorre devido a elevada concentracdo de sais na solugdo do
solo ou qualquer outro ambiente de cultivo e € um dos maiores problemas abidticos que
afetam negativamente a producdo de culturas, se tornando uma questdo importante na
agricultura global. A maioria das espécies vegetais cultivadas sdo atingidas por altas
concentracdes de sais nos solos, prejudicando as plantas pelos desequilibrios
fisioldgicos e podendo reduzir a produtividade das culturas em todos os estadios de
desenvolvimento (MUNNS, 2002).

A salinidade causa um grande desequilibrio nutricional nas plantas, decorrente
principalmente da reducdo na absorcdo de nutrientes essenciais a planta. Isto ocorre,
pois maior serd a energia gasta para absorvere transportar elementos vitais, além de
ocorrer alteracdes estruturais na membrana e inibicdo da atividade de varias enzimas do
metabolismo (ARAGAOet al., 2010).

A resposta das plantas a salinidade acontece em duas fases distintas. A
primeira fase € chamada fase osmotica e comeca imediatamente apds o contato com a
salinidade. Nesta fase, a absorcdo de agua pela planta é comprometida devido a um
desequilibrio osmotico causado pelo excesso de sal nos solos. Dessa forma, a
velocidade de crescimento das folhas e a formagdo de gemas e brotos laterais séo
reduzidas. A segunda fase, que ocorre lentamente, € a fase ionica, quando o sal atinge a
parte aérea da planta em altas concentra¢fes causando toxicidade e, neste caso, se a
velocidade da toxicidade e morte foliar for maior que a producgdo de novas folhas a
fotossintese é prejudicada e, consequentemente, a producdo de carboidratos, o que

ocasionara a reducgéo do crescimento e produtividade (MUNNS e TESTER, 2008).
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O NacCl é considerado toxico para a célula devido ao desequilibrio idnico que
ocorre pela desordenada entrada de Na'e Cl'em detrimento de outros ions, além da
toxidez por Na* que pode acarretar. O excesso desse sal também ocasiona deficiéncia de
minerais e estresses osmotico e oxidativo (ZHU, 2002). A absorcdo desordenada de
Na*e CI dificulta a absorcao de outros cétions como K* e Ca?* causando desequilibrio
nutricional (WANG e HAN, 2007).

Em relagdo ao cloreto de potassio (KCI), os fons K* e CI" permeiam a
membrana de forma independente, sendo o transporte deK'realizado através de canais
especificos para este ion, gerando um potencial de membrana mais negativo. Caso haja
uma troca excessiva destes ions através da membrana, é passivel de ocorrer alteracdo no
pH citossolico por conta deste processo, e dessa forma, afetar a respiracdo (TAIZ e
ZEIGER, 2004).

A cana-de-acucar esta dentro do grupo de plantas denominadas glicéfitas. Este
grupo € sensivel ou hipersensivel a salinidade, ou estd mais adaptado a ambientes ndo
salinos. Altas concentracbes de sal no solo afetam negativamente a germinacéo,
crescimento, rendimento e bem como seu teor de sacarose (AKHTARet al., 2003).
Sengar et al. (2013) relataram perdas de até 40% na produtividade de cana-de-agUcar na
india devido a salinidade de solos

Estudos explicam que o estresse salino tem grande impacto na producdo da
cana-de-acucar devido areducdo da brotacdo, da matéria seca, tanto da parte aérea como
das raizes, da area foliar, da evapotranspiracdo, além de outras alteragdes, como o teor
de clorofila e de carotendides (SANTANA et al., 2007; WILLADINO et al., 2011;
PATADE et al., 2011; SIMOES et al., 2016).

3.3 Solos salinos

Um solo € definido como salino quando a condutividade elétrica do extrato de
saturacdo excede de 4 dSm™, equivalente a 40 mM de NaCl. Essa definicdo de
salinidade deriva do valor de condutividade elétrica que reduz consideravelmente a
producéo da maioria das culturas (MUNNS e GILLIHAM, 2015). A formacdo de solos
salinos resulta da acumulagdo de Na’, Ca®*, Mg”* e K'nos horizontes do solo,

ressaltando que os principais sais encontrados sao: cloretos e sulfatos (RIBEIRO, 2010).
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Solos naturalmente salinos sdo muito comuns em regifes aridas e semiaridas
de regibes do Meéxico, Cuba, Peru, nordeste do Brasil e sudeste da Argentina
(AQUASTAT, 1997). Mundialmente, estima-se que cerca de 1 bilhdo de hectares de
solo sdo atingidos pela salinidade. Esses problemas de salinidade sd@o encontrados em
todos os climas e sdo consequéncias de fatores naturais (primarios) e de processos
induzidos pelo homem (secundarios) (FAO, 2015).

A maior parte dos solos salinos surgiu de causas naturais, devido ao acimulo
de sais durante longos periodos do tempo em zonas aridas e semidridas. Esses solos
naturalmente salinos ocorrem em locais onde a precipitacéo é insuficiente para lixiviar
0s sais e 0 excesso de ions de sodio para fora da rizosfera. (QUEIROZ et. al., 1997).
Nenhuma prética agricola ou de engenharia pode tratar essa forma de salinidade, e o
melhoramento genético promove a Unica forma de aumentar a produtividade nessas
areas (SHABALA e MUNNS, 2012).

Além da salinidade natural, os sais também podem ser acumulados aos solos
através de atividades humanas, ocorrendo devido a irrigacdo, desmatamento e residuos
industriais. A irrigacdo € uma ameaca induzida pelo homem, muito comum, onde a
qualidade da &gua utilizada e a falta de drenagem induzem a salinizacdo (FAO, 2015).A
salinizacdo induzida por irrigacdo é um importante processo de degradacdo que afeta o
rendimento de culturas na regido semiarida brasileira.Mundialmente, estima-se que 0s
solos salinos afetam 20% de toda area irrigada (QADIR et al., 2014)

E muito improvavel que a irrigacio seja abandonada como uma pratica
insustentavel no futuro préximo. Pelo contrério, a escassez de areas agricolas
apropriadas e a necessidade de superar o desafio de alimentar 9 bilhGes de pessoas em
2050 ird aumentar a proporc¢ao de areas irrigadas. Assim, a salinidade continuara sendo
uma das ameacas principais para a producdo global de alimentos no século 21
(SHABALA e MUNNS, 2012).

3.4 Pré-condicionamento (priming)

Na natureza, as plantas constantemente se adaptam as mudancas nas condic¢oes
ambientais. A taxa e o grau desta adaptacdo determinam a localizacdo geografica e o
papel que uma determinada espécie vegetal desempenha em ecossistemas naturais ou

manejados. Na producdo de plantas comerciais, grandes esforcos de melhoramento tém
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sido feitos para desenvolver variedades capazes de lidar com o estresse relacionado ao
clima, tipo de solo e pressdo de pragas e doencas sob diferentes sistemas de cultivo
(NOWAK eSHULAEV, 2003).

A utilizacdo do método de pré-condicionamento (priming) se mostra
promissor na obtencéo de plantas com maior tolerancia aos fatores de estresse bidtico e
abiotico.Esta técnica envolve uma exposicdo prévia a um fator de estresse, tornando a
planta mais resistente quando submetida novamente ao agente estressor (PATADEet al.,
2009).

A aplicacdo de priming é mais difundida em sementes, induzindo o
metabolismo celular primério, gerando maior taxa de germinacdo de forma rapida
uniforme e com maior vigor (ASHRAF e FOOLAD, 2005; ATREYA et al., 2009;
BAKHT et al.,, 2011). Diferente do priming utilizado em sementes, que induz o
metabolismo celular primério, o pré-condicionamento em cultura de tecidos se baseia
em uma inducdo de adaptacdo nas plantas, determinado pela resposta do metabolismo
secundario (CONRATH et al., 2002).

Em estudos com rebolo de cana-de-acUcar, a aplicacdo do priming reduziu os
efeitos inibitérios da salinidade na germinagdo e no crescimento das plantulas, em
termos de producdo de matéria fresca e seca. Mostrando-se uma tecnologia simples, de
baixo custo e facil de usar, podendo ser eficaz para o cultivo econémico bem sucedido
de cana-de-acucar e outras culturas sensiveis ao estresse salino ou de seca (PATADE et
al., 2009). A associacdo das técnicas de priming e de micropropagagdo também se
mostrou capaz de favorecer a resisténcia de plantas cana-de-agUcar ao estresse salino, o
método assegurou um bom perfilhamento das plantas e induziu o aumento do teor de
clorofila (MELOet al., 2014).

A intensidade e duracdo do priming precisam ser cuidadosamente manipuladas,
pois a condicdo de estresse deve ser suave e estimulante, ativando o metabolismo
celular e incrementando a atividade fisioldgica da planta. Deve ser um fator positivo
que impulsiona o crescimento vegetal. Por outro lado, dependendo da intensidade ou
duragdo, o estresse pode afetar negativamente o metabolismo, o crescimento e o
desenvolvimento vegetal (LICHTENTHALER, 2004), e dessa forma comprometer a

velocidade e a adequacéo do sistema de defesa (SANI et al., 2013).
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3.5 Micropropagacao

A micropropagacaotem como objetivo gerar plantas idénticas a mae (clones) a
partir de uma Unica célula vegetal somatica ou de um pequeno pedaco de tecido vegetal
(explante).A técnica recebe nome de micropropagagdodevido ao tamanho dos explantes
utilizados.Todo o processo é possivel, pois os explantes sdo mantidos em meio de
cultura sobre condi¢cbes assepticas com controle de intensidade de fluxo de fotons,
fotoperiodo, temperatura,dentre outros (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Existem varias metodologias de micropropagacdo, sendo que a técnica
tradicional baseia-se no cultivo em pequenos frascos com namero reduzido de plantulas
por frasco e, na maior parte das vezes,faz o uso de meio nutritivo semissolido. Mesmo
sendo um protocolo eficiente, novos sistemas de micropropagacdo ja foram
desenvolvidos para potencializacdo de beneficios, tornando a técnica mais simples e
menos dispendiosa. Entre os sistemas surgidos, encontram-se 0s biorreatores, 0s quais
aumentam significativamente as taxas de crescimento, multiplicacdo e melhoram a
qualidade das plantas produzidas. Todos o0s sistemas apresentam suas vantagens e
desvantagens, desse modo, cabe ao profissional escolher a melhor metodologia,
levando-se em consideracdo a espécie a ser trabalhada e os recursos disponiveis
(GERALD, 2011).

A técnica da micropropagacao é eficiente para a propagacdo de mudas de cana-
de-agUcar, uma vez que é possivel produzir mudas de qualidade, em larga escala em
tempo e espaco reduzido. A vista disso, 0 método se torna uma alternativa ao processo
convencional de propagacdo vegetativa por meio de colmos (CIDADE et al., 2006).

Dentro do melhoramento genético em cana-de-agUcar, a micropropagacao traz
diversos beneficios devido aotimizacdo dos processos. Os métodos convencionais
apresentamdiversas dificuldades como: influéncia do ambiente, que possui fatores
incontrolaveis; o longo periodo de tempo para se conseguir os resultados, podendo levar
até 15 anos ou mais e o risco da mistura varietal, obtendo materiais desuniformes
(ELDESSOKY et al., 2014).

Compostos sdo adicionados ao meio de cultura para interferir de alguma forma
no crescimento e desenvolvimento vegetal. Atualmente, utiliza-se o cloreto de sédio
(NaCl) para simular a salinizacdo e assim tentar pré-selecionar genotipos de cana-de-
acucar in vitro que sejam tolerantes (MUNNS e TESTER, 2008; GANDONOU, 2011).
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Os estudos sobre estresses abioticos em plantas realizados em condicdes in
vitro oferecem muitas vantagens préaticas em relacdo ao campo, como total controle do
inicio e nivel do estresse, baixa variabilidade e simplicidade do processo (LAWLOR,
2013). Diante de todas as vantagens da micropropagacdo, a utilizacdo da técnica de

priming in vitropode ser aprimorada e gerar resultados satisfatorios (MELOet al., 2014).
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4.MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no periodo de janeiro de 2016 a agosto de
2016 no Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal, pertencente ao Centro de Biotecnologia
e Melhoramento Genético da Cana-de-acUcar do Mato Grosso do Sul, localizado na
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).

Para obtencéo das plantas utilizadas no estresse in vitro, seguiu-se o protocolo
de extracdo de meristema ja estabelecido por Dutraet al. (2011). Plantas das variedades
RB966928 e RB867515 propagadas vegetativamente em casa de vegetacdo, com um
més de idade, foram utilizadas para obtencao dos palmitos (folhas jovens). Os palmitos
com aproximadamente 5 cm de comprimento foram submetidos a desinfestacdo com
imersdo em alcool 70% (v/v) por 2 minutos, em hipoclorito de sodio (2,5% de cloro
ativo) por 20 minutos e realizada triplice lavagem (10 minutos cada) com agua destilada
autoclavada. Com o auxilio de microscépio estereoscopio, realizou-se a extracdo de
meristemas em placas de Petri, contendo solugdo de 4cido ascérbico (50 mg L™), para
evitar-se a oxidacdo do material.

Os meristemas foram inoculados em frascos contendo 30 mL de meioMS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) suplementado com 0,2 mgL™ de 6-benzilaminopurina
(BAP) e 0,1 mg L™ de cinetina (KIN). Os explantes foram mantidos no escuro por cinco
dias e posteriormente sob 25+2°C e fotoperiodo de 16 horas. Aos 15 dias, realizou-se
uma troca de meio de cultivo de mesma formulacdo devido a oxidacdo fendlica,
permanecendo por mais 15 dias até o desenvolvimento do explante.

Visando a multiplicacdo das plantas, duas repicagens foram realizadas, em
média a cada 30 dias, utilizando-se a mesma formulacdo de meio. Apo6s a fase de
multiplicacdo, realizou-se o tratamento de pré-condicionamento (priming) por 24 horas.
As plantas foram transferidas para tubos de ensaio contendo 15 mL de meio MS
semissolido caracterizados pela adicdo separada de diferentes sais (NaCl e KCI) em
diferentes concentracdes (0,0; 12,5; 25,0 e 50,0 mM) (Figura 1).

Depois de passarem pelos tratamentos de estresse salino, as plantas foram
submetidas ao processo de enraizamento, utilizando-se meio MS suplementado com 30

g L™ de sacarose e 0,5 mg L™ de 4cido indolbutirico (AIB).
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FIGURA 1. Plantas de cana-de-agucar submetidas aos tratamentos de priming in vitro.

Para avaliacdo da resposta ao priming in vitro, as plantas foram levadas para
casa de vegetacdo e aclimatizadas em sacos plasticos de 30 mL, contendo o substrato
comercial Bioplant®. Apés 30 dias, realizou-se o estresse ex vitro utilizando-se solugdo
de rega acrescida de NaCl ou KCI. As plantas que receberam tratamento de priming
com NaCl foram tratadas com solucdo de rega contendo NaCl e as plantas com
tratamento de priming de KCI receberam solugéo de rega contendo KCI (Figura 2). A
concentragdo salina nas solugées de rega foi iniciada com 20 mM de sal e a cada 10 dias
ocorreu um incremento de 20 mM, de forma a criar um estresse salino gradativo até 60
mM, durante 30 dias.

FIGURA 2. Plantas de cana-de-actcar submetidas ao estresse salino ex vitro.
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As variaveis analisadas foram: matéria seca da parte aérea e da raiz, namero de
perfilhos e estimativa do contetdo de clorofila. A estimativa de clorofila foi obtida com
clorofilometro(SPAD-502 Plus, Konica Minolta), com leituras em trés pontos da
primeira folha totalmente expandida, evitando a nervura central. As amostras de parte
aérea e raiz foram secas em estufa de aeracdo a temperatura de 70 °C até peso constante
para determina¢do da matéria seca.

O experimento foi realizado em um arranjo fatorial 2 x 2 x 4, constituido de
duas variedades (RB966928 e RB867515), dois sais (NaCl e KCI) e quatro
concentragcdes de sais (0,0; 12,5; 25,0 e 50,0 mM), em delineamento experimental
inteiramente casualizado. Foram utilizados 20 repeti¢cdes durante todo o experimento.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e de regressdo, utilizando-se o
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000) e as médias foram comparadas pelo
Teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia revelou uma interacdo tripla entre variedades, sais e

concentragOes de sais para a varidvel indice de clorofila SPAD (Tabela 1).

TABELA 1.Resumo da analise de variancia do numero de perfilhos (NP), matéria seca
da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR), e indice SPAD de plantas de cana-
de-agUcar submetidas ao estresse salino sob diferentestipos e concentra¢fes de sais.

Fonte de variagdo GL Quadrados Médios

NP MSPA  MsR Indice

SPAD

Variedades 1 1 0,0724* 0,0631**  16,7077*
Sais 1 1 0,0034 0,0019 2,8477
Concentracoes 3 2,02083  0,0182 0,0100 0,9505
Variedades*Sais 1 0,0625  0,0291 0,0019 0,9264
Variedades*Concentracoes 3 054167 0,0167 0,0047 5,2477
Sais*Concentracoes 3 104167 0,0024 0,0038 5,6780
Variedades*Sais*Concentracoes 3 1,02083  0,0050 0,0015  38,9967**
Erro 48 3 0,0129 0,0057  137,7325
C.V. (%) 68,43 28,36 28,78 10,5
Média Geral 2,53125 0,4011 0,2612 16,1359

** significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de F; * significativo a 5% de
probabilidade, pelo teste de F.

Procedendo-se a decomposicdo da interacdo tripla, o desdobramento das
concentragOes de sais dentro de cada sal e variedade mostrou-se significativo. Para
explicar a interacdo tripla 0 modelo quadratico de regressdo foi o que melhor se ajustou
aos dados (Figura 3).A interagdo demonstrou que o indice de clorofila SPAD foi afetado
com a mudanga nas concentracdes dopriming e que os dois sais (NaCl e KCI) e as duas
variedades (RB966928 e RB867515) apresentaram respostas distintas.
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FIGURA 3.Estimativa de clorofila pelo indice SPAD de plantas de cana-de-agucar
RB966928 e RB867515, provenientes da aplicacdo de priming com 0,0; 12,5; 25,0 e
50,0mM de A)NaCl e B) KCI, submetidas a tratamento de estresse salino em casa de
vegetacao.

Em relacdo ao NaCl pode-se observar que cada variedade respondeu de forma
diferente (Figura 3A). Sengar et al. (2013) ja demonstraram que cada cultivar de cana-
de-agUcar pode responder diferentemente ao estresse salino.Para a variedade RB966928
observa-se que o indice de clorofila aumentou com o incremento dos niveis de
tratamento de priming até um limite 6timo de 31,47 mM, havendo reducdo a partir
desse limite. Lichtenthaler (2004) explica que a intensidade do priming deve ser
cuidadosamente manipulada, para que ndo ocorra resposta negativa no metabolismo,
crescimento e desenvolvimento vegetal, e sim uma condicdo de estresse suave e
estimulante.

Em relacdo a variedade RB867515 submetida ao tratamento de priming com
NaCl, observa-se que a adi¢cdo e 0 aumento da concentracdo de priminglevaram a uma
reducdo no indice de clorofila. Mesmo a concentracdo de 50,0mM induzindo um
aumento deste nivel e indicando uma adaptacao da planta, o indice de clorofila ainda foi
menor que o controle (Figura 3A). Willadinoet al.(2011)também demonstraram que a
variedade RB867515 apresenta maior reducdo no teor de clorofilae mesmo assim
melhor adaptacdo a condi¢des de salinidade quando comparada a outras variedades.
Essa resposta € um mecanismo de defesa da planta para melhor adaptar-se ao estresse
salino.

Para o estresse com KCI as duas variedades também responderam de forma
distinta (Figura 3B). Com a adicdo e 0 aumento da concentracdo do priming, as plantas

RB966928 apresentaram uma diminuigdo no indice de clorofila até a concentracdo de
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25,0 mM, sendo que com a concentracdo de 50,0 mM a planta apresentou um aumento
no indice de clorofila. Para as plantas RB867515, mesmocom o ajuste pouco satisfatdrio
da linha de tendéncia, é possivel observar que a concentracdo de 25,0 mM induziu um
aumento no teor de clorofila.

Varios estudos j& comprovaram que o teor de pigmentos fotossintéticos é
afetado em plantas sensiveis a salinidade, sendo que o efeito sobre o teor da clorofila
depende da concentracdo do agente estressor, bem como da espécie vegetal (JAMIL et
al., 2007). Diante disso, o indice de clorofila SPAD se torna uma maneira simples de
comparar a resposta de plantas a salinidade.

Estudos com outras espécies de plantas como: gergelim, ervilha e soja,
mostram que a diminuicdo nos teores de clorofila em plantas sob estresse salinoocorre
pelo aumento na degradacdo dessas pela clorofilase, pois a presenca de sais em excesso
estimula a atividade da clorofilase, que degrada moléculas de clorofila. Além disso,a
planta em estresse salino apresenta diminuicdo da sintese desses pigmentos (RAO e
RAO, 1981; MAJUMDAR et al., 1991).

Para as variaveis: matéria seca da parte aérea (MSPA) e matéria seca da raiz
(MSR)houve diferenca significativa apenas entre as variedades (Tabela 1). A variedade
RB966928apresentou maior MSPA e MSR em relacdo a variedade RB867515, nédo
importando o tratamentoutilizado (Figura 4). Estudos mostram que o baixo crescimento
€ uma caracteristica adaptativa da planta que cresce em condicdes de estresse, pois
possibilita alocar seus recursos de maneira a ndo prejudicar seu total desenvolvimento
(ZHU, 2002).

0,44 - b 0.35 -
. b
0,42 0.3 1
0.25 - a
0.4
22 B 02 -
= 0,38 - ez
(= P =
22 a £ 0.15 -
= =
0,36 - 01 -
0,34 - 0.05 -
0,32 1 T 1 0 L T 1
RB867515 RB966928 RB867515 RB966928

*Médias seguidas de letras diferentes ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.
FIGURA 4. A) Matéria seca da parte aérea - MSPA; B) Matéria seca da raiz — MSR e
C) indice SPAD de plantas de cana-de-actcar (RB867515 e RB966928) provenientes da
aplicacdo de priming e submetidas a estresse salino em casa de vegetacgéo.
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O estresse salino provoca o estresse oxidativo, o qual pode resultar em severos
danos para os vegetais. O estresse oxidativo é consequéncia de um desequilibrio na
relacdo entre compostos antioxidantes e compostos pro-oxidantes. Dessa forma, a
maioria dos estudos descreve que essa alteracdo pode ser avaliada baseando-se na
dosagem da atividade de enzimas antioxidantes (MILLER et al., 2010). Sob esses
parametros, Morais (2013) demonstrou que a variedade RB867515 apresenta maior
tolerancia a diferentes tipos de estresse (salino, hidrico e por temperatura), isolados ou
combinados, quando comparada a outras variedades testadas (RB966928, RB98710, RB
855453, RB99395e RB855156). Carvalho (2015) também chegou a resultados
similares, demonstrando que a variedade RB867515 mostra-se mais tolerante a
salinidade quando comparada as variedades RB962962 e RB92579.

Mesmo com a variacdo observada no indice de clorofila, os outros parametros
(numero de perfilhos, MSPA e MSR) ndo apresentaram diferenca significativa entre os
tratamentos de priming e também ndo foram significativos dentro das interagdes (Tabela
1). De acordo com Munns (2002), o sintoma da salinidade mais aparente é a reducdo no
crescimento das plantas. Dessa forma, os tratamentos de priming tiveram efeito sobre a
clorofila, mas este efeito ndo foi o suficiente para afetar a planta em seu
desenvolvimento. Segundo Levitt (1980), as plantas precisam passar por condig¢oes
estressantes para desenvolverem tolerdncia ao estresse. Rivas et al. (2013)
complementam que para as plantas tolerarem um novo ciclo de estresse é necessario
ocorrer um processo de rustificacéo.

Melo et al. (2014) obtiveram resultados contrastantes, onde opriming invitro
caracterizado por 25,0 mM de NaCl durante 24 horas foi o suficiente para prevenir o
efeito deletério do sal sobre o perfilhamento e a reducdo de biomassade plantas de cana-
de-acucar submetidas ao estresse salino ex vitro. A diferenca nos resultados podem ter
ocorrido devido a utilizacdo de metodologias e de variedades de cana-de-agUcar
distintas, visto que Melo et al. (2014) utilizaram plantas da variedadeRB98710
micropropagadas em biorreator de imersao temporaria e o presente trabalho fez o uso de
metodologia tradicional, baseada em meio de cultivo semissolido.

Os biorreatores de imersdo temporaria fazem uso de meio nutritivo liquido,
permitindo a renovacao do ar e nutrientes durante o cultivo, resultando, desta forma, em
maior crescimento e multiplicacdo das plantas quando comparado com o cultivo em
meio semissolido (RIBEIRO e BASTOS, 2008). Além disso, nos biorreatores a maior

area de contato das plantas com o meio de cultura aumenta, consideravelmente, a sua
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absorcdo, uma vez que os ions podem ser absorvidos pelas folhas, caules e raizes. Em
tese, as plantas absorvem mais ions no sistema de imersdo do que no tradicional
(MURCH et al., 2004).

Para aumentar a eficiéncia do primingem condicdes de micropropagacdo em
meio semissolido deve-se realizar mais estudos em relacéo a intensidade e duracdo dos
tratamentos. A exposicdo ao agente agressor em tempo maior que 24 horas pode ser
mais efetivo na geracdo de um estresse capaz de ativar o metabolismo celular e
incrementar a atividade fisioldgica da planta.

Para priming também aplicado em cana-de-acucar, mas em rebolos cultivados
em casa-de-vegetagdo, a concentracdo e o tempo dos tratamentos com NaCl foram
superiores aos utilizados em plantas micropropagadas em biorreator de imersdo
temporéria. Patadeet al. (2009) utilizaram como tratamento 150 mM de NaCl durante 8
dias e obtiveram resultados satisfatorios, onde a aplicacdo do primingreduziu os efeitos
inibitérios da salinidade na germinacdo e no crescimento das plantulas, em termos de
producdo de matéria fresca e seca.

Todas as avalia¢bes do experimento foram realizadas apenas na fase inicial de
crescimento vegetativo das plantas. Como a cana-de-aglcar € uma cultura de ciclo
longo, recomenda-se um estudo mais detalhado da cultura ao longo do seu ciclo
produtivo para melhor avaliacdo dos tratamentos de priming e do potencial genético de

cada variedade de cana-de-acUcar.
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6. CONCLUSOES

As variedades RB966928 e RB867515 responderam de forma distinta aos
tratamentos de priming com diferente concentractes de NaCl e KCI.

As mudangas nas concentrac0es dos tratamentos de priming apresentaram
efeito significativo sob o indice de clorofila,sendo que os dois sais (NaCl e KCI) e as
duas variedades (RB966928 e RB867515) geraram respostas distintas.

Recomenda-se estudos com o aumento da duracao dos tratamentos de priminge

estudo mais detalhados da cultura ao longo do seu ciclo produtivo.
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