ISSN 1807-1929

Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental

v.18, (Suplemento), p.S27-S33, 2014
Campina Grande, PB, UAEA/UFCG - http://www.agriambi.com.br
Protocolo S05.14 - 05/02/2014 « Aprovado em 28/03/2014

Pré-condicionamento in vitro de plantas de cana-de-agucar

(Saccharum spp.) para tolerancia ao estresse salino'

Gemima M. de Melo?, Marta R. Barbosa?, André L. de F. Dias?,
Lilia Willadino® & Terezinha R. Camara®

! Trabalho selecionado do II INOVAGRI International Meeting, realizado de 13 a 16 de abril de 2014, Fortaleza - CE, Brasil
? UFRPE. Recife, PE. E-mail: gemimamelo@hotmail.com (Autor correspondente)

3 UFRPE. Recife, PE. E-mail: martaribeiro21@hotmail.com

* CETENE. Recife, PE. E-mail: andre.dias@cetene.gov.br

* UFRPE. Recife, PE. E-mail: willadino lilia@gmail.com

¢ UFRPE. Recife, PE. E-mail: teca.camara@gmail.com

Palavras-chave:
RB98710
priming in vitro
salinidade
cloreto de sédio

RESUMO

Avaliou-se a capacidade de adaptac¢io a salinidade de mudas de cana-de-agticar da variedade RB98710 apos pré-
condicionamento (priming) in vitro com cloreto de sédio (NaCl). O experimento foi conduzido no periodo de
maio a outubro de 2013. Plantas foram micropropagadas em biorreatores de imersao temporaria, com tratamentos
de priming caracterizados pela adi¢do 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: SO = sem NaCl; S1 = regas com 20->40->60 mM de NaCl acrescido a solugdo nutritiva, durante 30
dias. Procedeu-se a 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), contetido hidrico relativo
e dano de membrana. As plantas pré-condicionadas nao 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 recuperagdo apos o estresse, avaliado 15 dias apds a
supressdo do NaCl, ndo diferiu entre plantas submetidas ou nido ao priming. De acordo com os resultados, o priming
utilizado na variedade RB98710, pode favorecer a tolerancia a salinidade.
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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 : SO = 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

processos metabolicos dos vegetais (Munns & Tester, 2008;
Willadino & Camara, 2010). O excesso de cloreto de sédio

O aumento das dreas degradadas pelo excesso de saisnosolo  (NaCl) provoca toxidade, desequilibrio osmético e idnico em

é constante. Estima-se que o avango da salinidade possa levar a
perda de 30% das terras agricultaveis 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 glicéfitas e compromete os principais

muitas espécies e, como consequéncia desses efeitos primarios
pode ocorrer um estresse secunddario de carater 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 ¢ a regido que apresenta as melhores condi¢des
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climaticas para o desenvolvimento da agricultura canavieira,
porém essa atividade vem se expandindo para regides
semiaridas (Oliveira & Braga, 2011) e o éxito dessa expansdo
depende, em parte, do plantio de variedades que tolerem as
condi¢oes adversas do Semidrido e sejam capazes de manter
uma boa produtividade.

A aplicagdo de métodos de pré-condicionamento (priming)
¢ uma estratégia que pode promover a rustificacdo das plantas,
proporcionando maior tolerancia aos fatores de estresse
abidtico. 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-
metabdlicas, proporcionado aumento da velocidade da taxa
germinativa e maior uniformidade das plantulas cultivadas
sob condi¢des adversas (Nascimento, 2004; Atreya et al., 2009;
Bakht et al., 2011). A aplicagdo de tratamentos de priming
com NaCl em rebolos de cana-de-agtcar reduziu os efeitos
inibitérios da salinidade na germinagdo e no crescimento das
plantulas, em termos de produc¢do de matéria fresca e seca
(Patade et al., 2009).

Atualmente um sistema eficiente para produgio de
mudas de cana-de-agucar de qualidade e em larga escala é a
micropropagacio, ja estabelecida como rotina em muitos paises.
No Brasil, alguns laboratérios ou biofabricas produzem mudas
micropropagadas de diversas espécies incluindo variedades elite
de cana-de-agucar. A eficiéncia deste sistema foi potencializada
com a utilizagdo de biorreatores de imersao temporaria (BIT),
0s quais aumentam significativamente as taxas de crescimento
e multiplicagdo e melhoram a qualidade das plantas produzidas
(Gerald & Lee, 2011).

O presente estudo objetivou associar as técnicas de
pré-condicionamento e de micropropaga¢do em mudas de
cana-de-agucar da variedade RB98710, durante a dltima
etapa de multiplicagdo in vitro visando avaliar o efeito do pré-
condicionamento com NaCl sobre a tolerancia a salinidade
das mudas cultivadas sob estresse salino apds a aclimatizacéo.

MATERIAL E METODOS

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

Plantas de cana-de-acucar da variedade RB98710 foram
micropropagadas em biorreatores de imersio temporaria (BIT),
contendo um litro de meio de cultivo, em um ciclo de imersédo
constituido por oito imersdes didrias de dois minutos cada. O
meio de cultivo na fase de multiplicagdo 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 acido citrico e 0,05 g L' de 4cido ascdrbico.

Durante a fase de multiplicagdo 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 imersdo: 12, 24 e 36 h (priming 1,
priming 2 e priming 3, respectivamente), além do tratamento
controle (sem priming).

Ap6s a fase de multiplicagdo foi suprimido o NaCl e as
plantas passaram para a etapa de enraizamento em meio com
composicao similar ao meio de multiplica¢do, acrescido de 1
mg L' de 4cido naftalenoacético (ANA), porém sem adicao 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¢ao durante 10 dias.
Durante o cultivo em areia lavada as plantas foram fertigadas
diariamente com uma solugdo 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 forga
ionica e acrescida de NaCl. O aumento na concentrag¢io salina
na solu¢ao 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. Apds 30 dias de
tratamento salino foi suprimido o NaCl do S1 e as plantas
foram mantidas por 15 dias com solu¢do néo salina, para
avaliar a recuperagio ao estresse.

De cada tratamento foram coletadas cinco repeti¢des aos 30
dias de estresse e outras cinco ap6s 45 dias para avaliagdes do
efeito do NaCl e da recuperacio ao estresse salino.

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

O numero de perfihos foi contado ao término do
experimento. As amostras de parte aérea e raiz foram secas em
estufa de aera¢do a temperatura de 70 °C até peso constante
para determinac¢io 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 conteudo 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 para a determinagdo da massa
fresca (MF) e acondicionados em placas de Petri com agua
destilada, durante 24 h. Posteriormente, foi realizada nova
pesagem para obtencido da massa turgida (MT) dos discos, que
foram, entdo, mantidos a 40 °C por 24 h, para obtengdo da massa
seca (MS). O CHR foi calculado segundo metodologia de Barrs
& Weatherley (1962), aplicando-se a Eq. 1:
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(MF —MS)

(MT - MS)

O percentual de dano de membrana (%D) foi estimado
a partir do extravasamento de eletrdlitos (adaptado de
Azevedo et al., 2008). Discos foliares com 5,0 mm de didmetro
permaneceram, durante 24 h, imersos em 20 mL de agua
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. Apds 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:

CHR= x100% (D

LI
%D = — x100
D=2 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 (SO = sem NaCl (controle); S1
=20 > 40 > 60 mM de NaCl), em delineamento experimental
inteiramente casualizado. Foram utilizadas quatro repeti¢des
durante a fase in vitro e dez repeti¢des por tratamento na fase
de estufa. Os resultados foram submetidos a analise de variancia
(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).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas pré-condicionadas com o NaCl ndo apresentaram
redugido da massa seca da parte aérea (MSPA) quando
submetidas ao estresse salino, ao contrdrio daquelas que néo
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 redugdo da MSR sob rega salina (Figura 1B).

A redugido da biomassa em plantas submetidas a estresse
salino j4 foi bastante documentada, inclusive para cana-de-
acucar (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-osmatico
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 germinacdo 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,
ndo desenvolvem tolerdncia ao estresse a menos que sejam
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Figura 1. Massa seca da parte aérea - MSPA (A) e massa
seca da raiz - MSR (B) das plantas de cana-de-acucar
da variedade RB98710, provenientes de aplicacao
de priming com 25 mM de cloreto de sédio (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: SO = controle
sem NaCl; ST = 20 — 40 — 60 mM de NaCl, durante
30 dias

submetidas a condigées estressantes. Isto significa que elas
precisam passar por um processo de rustificagao para tolerar
um novo ciclo de estresse (Rivas et al., 2013). A tolerincia
ao estresse depende ndo apenas da intensidade e duragio da
exposi¢do ao agente estressor, mas também do numero de
eventos estressantes a que a planta foi submetida (Chaves et al.,
2009). Experimentos com plantulas de Arabdopsis registram
que o priming hiperosmotico estabelece uma memoria
somatica de longo prazo acompanhada por mudangas
especificas no epigenoma que compreendem diferengas 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 exposi¢io ao
NaCl néo foi suficiente para evitar a reduc¢éo no perfilhamento
quando essas plantas foram submetidas ao estresse salino ex
vitro. Por outro lado, os tratamentos de priming com duragdo
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 ndmero de perfilhos nio diferiu entre
estressadas e controle (Figura 2A). A cana-de-agtcar apresenta
quatro fases de crescimento caracteristicas da cultura e entre
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Figura 2. NGmero de perfilhos (A) e estimativa de
clorofila - Chl (B) pelo indice SPAD das plantas de
cana-de-agUcar da variedade RB98710, provenientes
de aplicacdo de priming com 25 mM de cloreto de
sodio (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: SO
= controle sem NaCl; ST = 20 — 40 — 60 mM de
NaCl, durante 30 dias

Priming 2

Priming 3

Clorofila (indice SPAD)

elas a de perfilhamento comeca em geral aos 40 dias ap6s o
plantio e pode durar até 120 dias. Esta é uma das fases mais
exigentes em agua e, juntamente com a fase de crescimento
intenso do colmo, constitui a forma¢do 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-agticar apresentaram
redugdo mais drastica no indice SPAD do que as variedades
tolerantes a seca (Silva et al., 2007).

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

comparar a tolerdncia ao estresse (O’Neill et al., 2006). No caso
da variedade RB98710 o efeito sobre a clorofila foi visivelmente
dependente da duragdo do priming in vitro, com o tratamento
por 24 h favorecendo uma resposta de tolerdncia ao estresse
salino pés-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 nao 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 uteis na identificagdo de
tolerancia a seca e que a manutenc¢do do CHR é mais frequente
em gendtipos 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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probabilidade

Figura 3. Contetdo hidrico relativo - CHR (A) e dano
de membrana (B) das plantas de cana-de-agulcar da
variedade RB98710, provenientes de aplicacdo de
priming com 25 mM de cloreto de sédio (NaCl),
durante 0 (sem priming), 12 (priming 1), 24 (priming
2) e 36 (priming 3) h, submetidas a estresse salino
gradativo em estufa: SO = controle sem NaCl; S1 =
20 — 40 — 60 mM de NaCl, durante 30 dias
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peroxidagdo de lipidios provocada pelo excesso de Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS), em situacdes 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 NaCl.
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 avaliagdo da recuperagio ao estresse,
quando o NacCl foi suprimido, ndo ocorreram diferencas
significativas entre os tratamentos de priming, para as diferentes
variaveis avaliadas (Figura 4). Apenas a produgdo de matéria
seca da parte aérea das plantas que passaram pelo estresse salino
néo se igualou a das plantas do tratamento controle ap6s 15 dias
de supressao do NaCl, seguramente devido ao pequeno tempo
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de recuperacio 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 exposi¢io ao estresse salino. A intensidade
e a duragdo do priming proporcionaram respostas favoraveis,
um resultado que corrobora com Lichtenthaler (2004), o
qual define o eu-estresse como uma condigdo de estresse
suave e estimulante, capaz de ativar o metabolismo celular e
incrementar a atividade fisiolégica 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 minuscula entre tratamentos de priming e mesma letra maidscula entre 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); nimero de perfilhos (C); estimativa
de clorofila - Chl, pelo indice SPAD (D); contetido hidrico relativo - CHR (E) e dano de membrana (F) das plantas
de cana-de-aculcar da variedade RB98710, provenientes de aplicacao de priming com 25 mM de cloreto de sédio
(NaCl), durante 0 (sem priming), 12 (priming 1), 24 (priming 2) e 36 (priming 3) h, apds 15 dias de supressao do

NaCl (recuperacao ao estresse)
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negativo sobre a velocidade e adequagao 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 diferencas persistentes, um dos quais
codifica o transportador de Na HKT1 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 pardmetros
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 exposi¢do ao novo ciclo de estresse, que
embora induzido pelo mesmo agente estressor, foi imposto a
uma concentragio e por um tempo de exposi¢ao maior do que
no tratamento de priming.

CONCLUSAO

A aplicagio do priming com cloreto de s6dio, durante a fase
de multiplicagdo da variedade RB98710 pode ser uma pratica
simples e capaz de favorecer a resisténcia dessa variedade a
salinidade.
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