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RESUMO

USO DE SILICIO NO CONTROLE DA ESCALDADURA DA FOLHA EM
CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-aclcar € uma das principais culturas no mundo, representando
grande importancia para a economia brasileira. Entretanto, problemas
fitossanitarios fazem com que sua producédo esteja estagnada desde 2010. A
escaldadura das folhas, doenca causada pela bactéria Xanthomonas albilineans
acomete o0s canaviais reduzindo sua produtividade, sendo seus efeitos
intensificados pela deficiéncia hidrica. Atualmente, ndo existem tratamentos para
o controle dessa bacteriose, tornando imprescindivel o desenvolvimento de
novas estratégias para a reducdo de seus danos. Assim o0 uso de silicio (Si)
apresenta resultados alentadores a atenuacdo dos efeitos ocasionados por
diversos estresses. Entretanto, pouco se conhece sobre o papel do Si como
indutor de resisténcia a escaldadura das folhas. Assim, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a eficiéncia da aplicacdo do Si no controle da escaldadura
em cana-de-agUcar associada a deficiéncia hidrica. Foram utilizadas duas
cultivares de cana-de-acUcar, uma suscetivel (SP78-4467) e uma resistente a
doenca (SP80-3280), submetidas a dois estresses (X. albilineans e deficiéncia
hidrica) e pré-tratadas com Si. Analises fisiol6gicas de massa seca e potencial
hidrico foram mais expressivas na cultivar resistente pr-tratada com Si, assim
como as analises bioquimicas da clorofila total, carotenoides e prolina. Ja a
cultivar suscetivel demonstrou melhores respostas, quando tratadas com Si, na
inducdo do sistema enzimatico e no menor conteiddo de MDA. Os resultados
demonstram que a aplicacdo exogena de Si atua na inducdo do sistema de
defesa das plantas de cana-de-acucar contra os efeitos do estresse ocasionado
pela bactéria X. albilineans e pela deficiéncia hidrica.

Palavras-chave: sistema de defesa, cana-de-acuUcar, patdégeno, estresse,

enzimas, antioxidantes.



ABSTRACT

USE OF SILICON TO CONTROL LEAF SCALT IN SUGARCANE

Sugarcane is one of the main crops in the world, representing great importance
for the Brazilian economy. However, phytosanitary problems have caused its
production to be stagnant since 2010. Leaf scald, a disease caused by the
bacterium Xanthomonas albilineans, affects sugarcane fields, reducing
productivity, and its effects are intensified by water deficit. Currently, there aren’t
treatments to control this bacteriosis, making it essential to develop new
strategies to reduce its damage. Thus, the use of silicon (Si) presents
encouraging results in attenuating the effects caused by different stresses.
However, little is known about the role of Si as an inducer of leaf scald resistance.
Thus, the present work aimed to evaluate the efficiency of Si application in the
control of sugarcane scald associated with water deficit. Two sugarcane cultivars
were used, one susceptible (SP78-4467) and one resistant to the disease (SP80-
3280), subjected to two stresses (X. albilineans and water deficit) and Si priming.
Physiological analyzes of dry mass and water potential were higher in the
resistant cultivar with Si, as well as biochemical analyzes of total chlorophyll,
carotenoids and proline. The susceptible cultivar, by the other hand, showed
better responses when treated with Si, in relation to antioxidante enzymes
responses and lowest MDA content. The findings demonstrate that the
exogenous application of Si can act in the induction of the defense system of
sugarcane plants against the effects of stress caused by the bacteria X.
albilineans and water deficit.

Keywords: defense system, sugarcane, pathogen, stress, enzymes,

antioxidants.



1. INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp) pertencente a familia das Poaceas, ocupa
o terceiro lugar no mercado agricola do Brasil, posicionando-a como uma das
principais culturas do Brasil, sendo disseminada em todas as regides do pais
(CONAB, 2019; Lacerda et al, 2019).

Apesar da grande producdo de cana-de-aclUcar no pais, o rendimento da
cultura encontra-se estagnado ha mais de uma década, o que inclui os
problemas fitossanitarios. Neste contexto, a Escaldadura das folhas afeta
substancialmente a cana-de-aclcar, com um grande potencial destrutivo,
sobretudo em variedades suscetiveis, cujas perdas podem chegar a 100%
(Saumtally e Dookun-Saumtally, 2004; FAO 2018). Esta doenca é causada pela
bactéria Xanthomonas albilineans, reportada no Brasil pela primeira vez em
1943, no estado de Sao Paulo, podendo se estabelecer no xilema, floema e
tecidos ndo vasculares, como o0 parénquima e sua contaminacao ocorre por meio
de mudas infectadas, do vento e instrumentos de corte, como facdes e
colheitadeiras mecanizadas, que promovem ferimentos no colmo e disseminam
a doenca no canavial (Birch et al., 2001; Mensi et al., 2014; Casagrande et al.,
1997).

De fato, a manifestacédo da doenca pode ocorrer de forma variada, sendo
latente (assintomatica), identificada apenas por métodos de alta sensibilidade;
cronica e aguda. Os sintomas da forma crénica sédo o de estrias brancas e finas
longitudinais, que se estendem por todo limbo foliar e bainha (Ricaud et al.,
2012). Entretanto, se durante a fase cronica ou fase de laténcia, a planta for
submetida a uma condi¢cdo ambiental desfavoravel, a doenca pode evoluir para
a forma aguda com sintomas mais graves e aparentes, como a perda da
dominancia apical, aumento da brotacdo das gemas basais e sintomas de
gueima das folhas (Rott e Davis, 2000; Root et al., 2010). Além da reducéo da
qualidade do caldo e ma formacéo de soqueira, as folhas apresentam areas
esbranquicadas (clorose), com aspecto seco e grande necrose, conferindo o

aspecto de planta escaldada (Rott et al., 2010; Santos e Borém, 2013).

O clima e o0s microrganismos fitopatogénicos estdo relacionados
diretamente, e os impactos dessa interacdo sobre os problemas fitossanitarios

foram pouco explorados. Assim, qualquer fator ambiental que venha contribuir



com o aumento da incidéncia ou severidade da doenca deve ser analisado tanto
no contexto atual, quanto no futuro; em que o ambiente atua sobre a planta
hospedeira, sobre o patdogeno e sobre a interacdo hospedeiro-patdogeno
(AGRIOS, 1997).

Um vasto nimero de trabalhos tem demonstrado que tanto os estresses
bidticos quanto os abidticos proporcionam a superproducéo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) como o anion superoéxido (O2’), a hidroxila (OH") e o peroxido
de hidrogénio (H202), podendo levar ao estresse oxidativo (Liu et al., 2015).
Estas ERO podem acelerar a peroxidacao lipidica, afetando assim a fluidez e
permeabilidade da membrana devido a alteracées na composicéo dos lipideos
(Manquian-Cerda et al., 2016). Consequentemente, estas respostas
desencadeiam 0os mecanismos de resposta ao estresse, capazes de prevenir a
oxidacao descontrolada, aos quais incluem enzimas chaves como a superoxido
dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2), catalase
(CAT, 1.11.1.6), glutationa peroxidase (GSH-Px, EC 1.11.1.9), ascorbato
peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) e outras peroxidades, que agem contra o H20:2
(Gratao et al., 2015). Mecanismos nao enzimaticos também podem operar nesta
defesa, incluindo antioxidantes como o ascorbato (AsA) e a glutationa (GSH),
assim como vitaminas, flavonoides, alcaloides, carotenoides e clorofilas. Assim,
o complexo caminho bioquimico dentro da célula é desencadeado como uma
inducdo do sistema antioxidante que tém o potencial de controlar cascatas
descontroladas de oxidacdo nas células sob condicbes normais, ou quando
estimuladas por alguma situacédo de estresse. Apesar de um sistema de defesa
complexo, a resposta pode nao ser efetiva e os sintomas e deficiéncias causados
pelo patdégeno podem acontecer (Hasan et al., 2016).

Atualmente, o plantio de cultivares resistente e de mudas sadias sao as
formas mais eficazes para manejo da doencga, (Saumtally e Dookun-Saumtally,
2004; Ricaud et al., 2012). Entretanto a diversidade genética que Xanthomonas
albilineans apresenta faz com que o patdgeno consiga quebrar a resisténcia de
algumas cultivares e com isso, limita o produtor na escolha das variedades que
apresentam resisténcia a escaldadura em detrimento a outras, limitando o
potencial de produtividade daquela area. E ainda, alteracfes fisioldgicas na
planta podem alterar os mecanismos de resisténcia de cultivares, podendo

ocorrer a quebra da resisténcia da planta em funcdo da maior pressdo da



doenca, modificando o controle genético, além da necessidade do preparo
extensivo de areas de viveiros para eliminar bactérias do solo e restos de cultura,
e desinfeccdo de equipamentos e ferramentas utilizadas no seu manejo. Assim,
a andlise das alternativas de adaptacao torna-se estratégico para a agricultura
brasileira. Dessa forma, h4 necessidade de intensificar a investigacdo e o
desenvolvimento de técnicas efetivas e solucbes sustentaveis no controle de
fitopatdgenos (Zhang et al., 2020; Rott e Davis, 2000).

Poucos estudos se concentram em formas de minimizar os efeitos e sintomas
dessa doenca em canaviais j4 contaminados pela bactéria e também na maneira
de atenuar os sintomas da associagao entre o estresse provocado pela bactéria
X. albilineans (biético) com aquele da deficiéncia hidrica (abiético) na cana-de-
acucar (Meng et al., 2020). Apesar das mudancas climaticas serem o maior
desafio da humanidade, qualquer fator ambiental que venha contribuir com o
aumento da incidéncia ou severidade da doenca deve ser analisado no contexto
atual.

A procura por estratégias de manejo que possam vir a induzir os mecanismos
de respostas e reduzir os efeitos negativos nas plantas infectadas pela X.
albilineans se tornam de suma importancia reduzir os sintomas e prejuizos
provocados por essa bactéria na cana-de acucar (Meng et al., 2020).

A suplementacao das plantas com elementos minerais de forma isolada ou
combinada € uma das estratégias que pode ser adotada, principalmente por
estes terem uma rota conhecida no metabolismo das plantas e assim, minimizar
a toxicidade gerada pelo estresse (Feng et al., 2013). O silicio (Si), por exemplo,
pode atenuar os efeitos provenientes de adversidades climaticas e biol6gicas
atuando no aumento do conteudo relativo de agua, pigmentos fotossintéticos, e
atividade de enzimas antioxidantes na cana-de-acucar sob condicfes de
deficiéncia hidrica. Isso € especialmente importante no caso da escaldadura,
pois a fase de maior taxa de mortalidade da cultura é sua fase aguda, que pode
ser intensificada em condi¢des de deficiéncia hidrica O Si também desempenha
fungcdo de defesa, combinando atributos fisicos e quimicos, tais como a
lignificacdo da parede celular e inducdo de varias proteinas de defesa (Lima
Filho, 2006; Schultz, 2012; Verma et al., 2019).



Com isso, a busca por meios alternativos de controle torna-se importante, néo
somente para a escaldadura, mas para um grande nimero de doencas e pragas

gue acometem as culturas (Montes et al., 2015).



2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia da aplicagao do Si
no controle da escaldadura em cana-de-agucar associada a deficiéncia hidrica,

através de respostas fisiologicas e bioquimicas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cana-de-acucar

A cana-de-agucar (Saccharum sp) € uma graminea pertencente a familia das
Poaceas, sendo originada no sudeste da Asia e cultivada no Brasil desde 1532
(Figueiredo, 2008). As variedades modernas de cana-de-agUcar sao originadas
do cruzamento de Saccharum officinarum, que fornece alto acimulo de sacarose
e Saccharum spontaneum, que proporciona melhoria do vigor e resisténcia a
doencas (D’hont et al., 1996).

E uma planta C4, ou seja, a primeira molécula formada apresenta quatro
carbonos e com essa conformacao além de apresentarem a Rubisco, contam
com a fosfoenolpirtdvico carboxilase (PEPcase) no mesofilo foliar, aumentando a
capacidade de fixar CO2 pela sua alta afinidade. Algumas caracteristicas dessa
formacdo como, suportar temperaturas mais elevadas, ter um ponto de
saturacdo maior, um melhor uso da 4gua e ter uma alta taxa fotossintética, faz
com que se diferencie das plantas C3 e com isso se desenvolva melhor em

ambientes mais quentes e umidos (Taiz e Zeiger, 2013; Casagrande, 1996).

O Brasil é o maior produtor de cana-de-acucar do mundo e a cultura ocupa
o terceiro lugar no mercado agricola nacional, onde a agricultura responde por
cerca de 26% do PIB, sendo disseminada em todas as regides do pais (CONAB,
2019; Cruz et al., 2022). Para isso, a quantidade de cana-de-acucar produzida
na safra 2020-21 totalizou 654,5 milhdes de toneladas ou cerca de 35% da
producdo mundial (CONAB, 2021; FAO, 2021). A cultura vem ganhando espaco
na producdo mundial, jA que € considerada uma importante fonte de energia

renovavel, produzindo agucar e alcool (Teixeira et al., 2021).

Em ambito nacional, o posto de maior produtor fica para o estado de Séo
Paulo, que é responsavel por cerca de 51% em area plantada e producéo devido
ao elevado desenvolvimento de pesquisas, solos com boas condi¢cdes, clima e
relevo da regido, além da grande procura a fontes alternativas de bioenergia
sustentavel, como o bioetanol (CONAB, 2020; Garofalo et al., 2020). O agucar
na regido paulista comeca a se tornar o produto econdmico mais importante por
volta de 1759, o que gerou crescimento populacional e econdémico local
(Rodrigues e Ross, 2020). Entretanto, de acordo com a CONAB (2019) no ano



agricola 2018/2019 houve reducdo na producdo de 4,2% em relagdo a safra

2017/18, devido as mudancas climaticas que vem crescendo ao longo dos anos.

Varias propriedades biofisicas e bioquimicas das plantas afetam a
produtividade da cana-de-acucar, sendo uma delas o forte potencial de
perfilhamento. A caracteristica do perfilhamento € a ramificacdo das plantas
gramineas e o perfilho de uma planta de cana-de-agclucar € um componente
estrutural e funcional (Shrivastava et al., 2015). A quantidade de cana usinavel,
que € o principal fator de produtividade, é determinada pela taxa de
perfilhamento, que é crucial para a producdo de cana (Zhao et al., 2017). O
tamanho e diametro sao fatores adicionais que afetam a producéo (Zhao et al.,
2019). Aproximadamente 70% da producéo de cana-de-acucar € determinada
pela quantidade de canas usinaveis, 27% pelo comprimento da cana e 3% pelo

diametro da cana, segundo Shrivastava et al. (2015).

Nas lavouras comerciais, a cana-de-agUcar pode ser propagada
vegetativamente, a partir do tolete ou rebolo, que € a parte da planta que contém
as gemas, reservas de nutrientes, agua e horménios vegetais. Em condicfes
adequadas, a gema se torna ativa e ocorre o desenvolvimento da planta, sendo
imprescindivel a presenca de agua para que ocorra a ativacdo de enzimas e
producdo de hormoénios e para que haja a divisdo e crescimento celular das
raizes. Durante os primeiros 60 dias as reservas sao fundamentais para que

ocorra a brotacdo (Dinardo-Miranda et al., 2008; Landell et al., 2012).

A cana-de-agUcar também pode ser propagada por mudas pré-brotadas
(MPB), que foram desenvolvidas pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC).
Este método de plantio pode ser utilizado para minimizar as falhas que ocorrem
no canavial e renovar as &reas plantadas, pois possuem alta taxa de
multiplicagéo nos viveiros e utilizam um menor volume de material no campo,
assim aumentam a eficiéncia do canavial. Além da producéo rapida, a MPB
confere uniformidade e padrdo de fitossanidade para o canavial (Pinto et al.,
2016; De Marco et al, 2017; Braga et al.,, 2019; Jesus et al., 2019). Um
contraponto € o fato de as MPB ja ndo disponibilizarem das reservas de nutriente
e agua, assim mudas recém transplantadas pode sofrer maiores danos em

relacdo a deficiéncia hidrica (Martins et al., 2015).
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Para o crescimento da cultura, ocorre o desenvolvimento dos colmos e
raizes e 0Orgaos vegetativos, que sdo divididos em quatro fase: brotacdo e
emergéncia; perfilhamento; crescimento e maturacdo dos colmos. Para a
brotacdo e emergéncia € de suma importancia o ambiente, a qualidade da muda
e a época que € inserida no ambiente, j& que é nesse periodo que ocorre o inicio
do enraizamento e o aparecimento das primeiras folhas. No perfilhamento, as
touceiras das plantas sao originadas. Ja no crescimento, 0s colmos comecam a
crescer e se desenvolver e acumular agucar, sendo totalmente estimulado pela
luz e umidade do ambiente. No ultimo estagio, 0 de maturagédo,0 acumulo de

sacarose nos colmos se intensifica (Gascho e Shih, 1983).

A temperatura do ar tem um impacto sobre o crescimento dos colmos, sendo
a faixa ideal de crescimento entre 25 e 35°C. O crescimento do caule é lento
entre 19 e 25°C e para completamente abaixo de 19°C. (Casagrande, 1991).
Portanto, o crescimento do caule é limitado durante a fase de desenvolvimento
vegetativo, quando ha restricao hidrica, o que também diminui a produtividade
da cultura (Almeida, 2006). Para limitar o crescimento dos colmos e maximizar o
acumulo de sacarose, as restricbes hidricas sdo necessarias durante a fase de
maturacdo (Robertson et al., 1996). Aos 220 dias apd6s o corte, a taxa de
crescimento da cana comega a diminuir devido ao aumento da competicdo entre
plantas e fatores ambientais como agua, luz, nutrientes e difusdo de CO2 (Gava
et al., 2001). Devido a escassez de agua neste periodo fenolégico, o nimero
inicial de perfilhos é reduzido diminuindo a produtividade. Segundo Barbieri
(1993), a cultura da cana-de-agucar se desenvolve gradativamente durante a
fase de brotamento, aumenta até o ponto maximo, depois declina
gradativamente, estabilizando o desenvolvimento da cultura, que corresponde a
fase maturacéo da planta. Todas essas fases sao influenciadas pelo clima, mas
a boa umidade do solo é a mais necessaria para o desenvolvimento da cultura,
por isso as areas com irrigacdo apresentam maior produtividade durante os

periodos de seca (Magro, 2000).

A cana-de-acucar tem um ciclo semiperene com alta produtividade que pode
durar muitos anos no campo devido a rebrota da soqueira. Portanto, € tipico que
experimentem periodos de seca ao longo do tempo. Apesar de ser considerada

uma planta tolerante a deficiéncia hidrica, ainda necessita de altos volumes de
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agua para sua maxima reproducdo, com variacdo de 1500 a 2500 mm ao ano.
Isso faz com que a producdo de biomassa e seu desenvolvimento sejam mais
restritos nesse periodo, podendo diminuir em até 60% a produtividade (Manhéaes
et al., 2015; Marchiori et al., 2017; FAO, 2021b; Gentile et al., 2015; Robertson
et al., 1999 ).

Programas de melhoramento de cana- de- aglcar visam produzir cultivares
com caracteristicas melhoradas, melhor rendimento, teor de sacarose, além de
tolerdncia ao estresse abidtico, como a deficiéncia hidrica e bi6tico, como

doencas e pragas (Brumbley et al., 2009).

A relacdo compensatoria entre tolerancia ao estresse e rendimento é um
desafio no melhoramento da cana-de-acucar para a tolerancia ao estresse (Ming
et al, 2006). O desenvolvimento de variedades adaptadas a diferentes climas
poderia melhorar a producdo da cultura em areas com restricdo severas, com
iSso uma cana-de-acUcar com maior eficiéncia no uso da agua e tolerancia ao
frio ou ao calor sdo critérios de selecdo para esse objetivo. Outra forma de
superar esse desafio seria encontrar formas alternativas que ajudem a cultura a

se tornar tolerante ao estresse e introduzi-los em germoplasma comercial.

3.2 Deficiéncia hidrica na cana-de-agucar

Por restringir a producéo de varias culturas agricolas importantes, incluindo
a cana-de-agucar, a deficiéncia hidrica € um dos estresses abidticos que mais
ameacam a seguranca alimentar e a producéo de energia (Ferreira et al., 2017).
Os efeitos da deficiéncia hidrica vém se agravando devido as mudancas
climaticas, em que as culturas ficam expostas por longos periodos ao déficit
hidrico (Besharat et al., 2020).

Por se tratar de uma cultura semi-perene, a cana-de-agulcar tem o seu ciclo
em todas as condic¢des climéticas (Basnayake et al., 2012). As fases iniciais do
desenvolvimento da planta sdo as mais estudadas em relacdo a deficiéncia
hidrica ja que, se exposta a esse estresse, principalmente em fases essenciais
para o seu desenvolvimento, como o estabelecimento no campo e no seu
crescimento (entre 84 e 135 dias apds o transplantio), pode ocasionar severas
limitacbes ao desenvolvimento, e comprometer as proximas fases fenoldgicas

(Jain et al., 2015; Ramesh, 2000). Esses fatores se agravam em MPB, ja que a


https://internal-journal.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.01077/full#B49
https://internal-journal.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.01077/full#B145
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planta conta com a reserva natural, que apresenta menos nutrientes e agua, o

gue pode ocasionar falhas e mortes no campo (Martins et al., 2015).

As respostas da cultura frente a deficiéncia hidrica podem variar de acordo
com a duracdo e intensidade do estresse, 0 genaotipo e também o tecido afetado
(Inman-Bamber et al., 2012). Entretanto os principais efeitos ocasionados pela
falta de 4gua, sao principalmente diminuicdo do contetdo de agua, aumento da
transpiragéo, diminuigéo do potencial hidrico, fechamento parcial dos estomatos
e consequentemente a inibicdo da fotossintese e enrolamento das folhas. O
alongamento da folha e do caule sdo o0s processos de crescimento mais
seriamente afetados na cultura (Inman-Bamber, 2004 ; Inman-Bamber et al.,
2008 ). Além disso afeta 0 metabolismo bioquimico, como aumento da formacéo
de espécies reativas de oxigénio e do estresse oxidativo e diminui¢cdo do sistema
de defesa da planta. Consequentemente todos esses efeitos sao refletidos no
desenvolvimento e produtividade final da cultura (Verma et al., 2021; Bezerra et
al., 2019).

Os modelos de mudanca climatica demonstram que, no futuro, a frequéncia
e a intensidade das ondas de calor e dos periodos de seca vao aumentar e
podem reduzir a producao agricola. A deficiéncia hidrica pode ser definida como
uma desbalanco entre a disponibilidade de agua no solo e a necessidade
evaporativa. E a resisténcia a seca € a capacidade que o organismo apresenta
de manter o balanco hidrico e a turgescéncia adequada frente condi¢des de seca
(Inman-Bamber e Smith, 2005).

Para a resisténcia a seca, a primeira estratégia da planta € evitar o déficit
hidrico, mantendo seu potencial hidrico, sendo conseguida principalmente pelo
fechamento dos estdmatos por meio do acido abscisico (ABA), apresentando
uma diminuicdo da fotossintese e uma expansao das raizes na busca de agua.
Todos esses aparatos tem o intuito de fornecer a planta subsidios para manter
a sua produtividade durante periodos curtos de deficiéncia hidrica. Quando ha
persisténcia do estresse, outros mecanismos podem entrar em agao para
minimizar os danos ocasionados pela deficiéncia hidrica, entre eles o acumulo
de osmoprotetores, desintoxicacdo das espécies reativas de oxigénio (ERO) e

ajustes no metabolismo.
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As respostas frente ao estresse ndo podem ser baseadas apenas a
estratégias de evitar ou tolerar a deficiéncia hidrica, e sim, devem ser analisadas
como um processo complexo e multifacetado. As plantas apresentam diferentes
mecanismos de adaptacdo para enfrentar o estresse, como 0 mecanismo de
fuga, evitar e tolerar, sendo que essas estratégias podem acontecer de forma

individual ou combinadas na mesma planta (Ferreira et al., 2017).

A estratégia de fuga consiste na adaptacao do ciclo da planta em relacdo a
disponibilidade de &gua, como no caso de culturas desérticas que possuem
ciclos mais rapidos nos periodos de chuva, fazendo com que a planta escape do
periodo critico de seca, ou seja, utilizam a sazonalidade como estratégia. A cana-
de-acUcar por se tratar de uma cultura semi-perene, ndo consegue utilizar este

tipo de estratégia (Tardieu 2013).

Na estratégia de evitar a deficiéncia hidrica, a planta faz a manutencéo do
seu status hidrico, no intuito de aumentar a absorcéo de agua e reduzir a perda
da mesma, seja pelo tamanho ou por fechamento estomatico e reducao da area
foliar, como também pelo aumento do sistema radicular, na busca por agua em
regides mais profundas do solo, em regides que possuem boa absorc¢ao do solo
(de Dorlodot et al., 2007; Tardieu et al., 1992). Esta estratégia é importante frente
a um estresse severo, pois captura o maximo de agua do solo e retem a
hidratacdo do organismo, o que pode permitir a recuperacao da planta mediante
o alivio do estresse. Em contrapartida, o acumulo de biomassa, area foliar
diminui (Blum, 2005; Tardieu, 2012).

Na tolerancia, as plantas conseguem tolerar e se manter na condicdo de
estresse, com suas funcgdes fisioldgicas mesmo frente o déficit hidrico. Para isso,
h& um ajuste osmatico, melhoria da capacidade antioxidante e desenvolvimento
para tolerar o estresse. Entretanto, essa estratégia € utilizada principalmente em
estresses de deficiéncia hidrica leves e moderados, pois a planta continua com
0 Seu crescimento mesmo em uma situacdo nao adequada (Osmolovskaya et
al., 2018).

3.3 Xanthomonas albilineans e a doenca escaldadura da folha

A escaldadura da folha € uma doenca causada pela bactéria Xanthomonas

albilineans, reportada no Brasil pela primeira vez em 1943, no estado de Séo
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Paulo (Casagrande et al., 1997). Sua contaminacao ocorre por meio de mudas
infectadas, do vento e instrumentos de corte, como facdes e colheitadeiras
mecanizadas, que promovem ferimentos no colmo e disseminam a doencga no
canavial (Birch et al., 2001).

A manifestacdo da doenca pode ocorrer de forma variada, sendo latente,
cronica e aguda. Na fase cronica, a planta apresenta estrias brancas
longitudinais na bainha e no limbo foliar, mas esses sintomas podem
desaparecer fornecendo um resultado equivocado a respeito daquele canavial.
Na fase de laténcia plantas toleram a presenca da bactéria por varias semanas
sem apresentar nenhum sintoma, tendo grande importancia, pois possibilita a
disperséo da bactéria para plantas e areas anteriormente ndo contaminadas, ja
que o produtor acredita que o canavial estd saudavel. Entretanto, se durante a
fase cronica ou fase de laténcia, a planta for submetida a uma condicdo de
deficiéncia hidrica, a doenca pode evoluir para a forma aguda com sintomas mais
graves e aparentes, como a perda da dominancia apical e aumento da brotacéo
das gemas basais (Rott e Davis, 2000; Birch, 2001; Root et al., 2010). Além
disso, ha reducdo da qualidade do suco e ma formacao de soqueira, as folhas
apresentam areas esbranquicadas, com aspecto seco e grande necrose,

conferindo o aspecto de planta escaldada (Santos & Borém, 2013).

A bactéria X. albilineans tem grandes quantidades de enzimas capazes de
degradar a parede celular da planta, com isso a mesma consegue se estabelecer
no xilema, floema e tecidos nédo vasculares, como o parénquima (Mensi et al.,
2014). Dentro de seu hospedeiro, a bactéria produz um composto chamado
albicidina que € exclusivo de X. albilineans, considerado antibiético e fitotoxina
ja que inibe a replicacdo do DNA procaridtico. A albicidina impede que o
cloroplasto se diferencie, por inibir suas DNA girases, 0 que gera o principal
sintoma da doenga - estrias brancas nas folhas da planta infectada. Além disso,
a albicidina é capaz de inibir o crescimento de outras bactérias gram-negativas
e positivas, conferindo a X. albilineans uma vantagem competitiva durante a

colonizacéo da cana-de-acucar (Hashimi et al., 2007; Pieretti et al., 2015).

Em contrapartida, as plantas apresentam mecanismos que dificultam que o
patébgeno se instale e assim diminui as chances da doencga se instalar. A

interacdo entre planta e patdbgeno pode acontecer de maneira incompativel ou
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compativel. Na incompativel o patdgeno € intermediado pelo sitio de infecgéo,
ocasionando uma explosdo oxidativa e gerando respostas para uma morte
celular, a resposta de hipersensibilidade (HR). Ja na interacdo compativel, o
patégeno é capaz de inativar as defesas do organismo e invadir o tecido vegetal,
desenvolvendo os sintomas (Mittler, 2002).

O mecanismo de resisténcia a doenca foi apresentado por H.H. Flor em
1946, na hipotese chamada “gene por gene”, em que cada gene de resisténcia
de um hospedeiro tem um gene correspondente no patégeno, criando
resisténcia. A resisténcia pode ser dividida em etapas, a primeira irh comecar no
encontro entre o elicitor do patdégeno, também chamado de padrées moleculares
associados a patdgenos (PAMPs), que sdo reconhecidos pelo receptor de
reconhecimento de padrdes (PRRs) da planta, ocasionando a imunidade
desencadeada por PAMPs, os (PTI), que pode frear a colonizacdo do patégeno.
Apoés a elicitagdo de PAMP, a resposta da planta é uma explosédo oxidativa
gerada por NADPH oxidase e a superproducdo de ERO. Em seguida os
patbgenos que conseguem passar pela primeira fase implantam efetores que
irdo interferir com PTI, originando a suscetibilidade desencadeada por efetor
(ETS). Em seguida, na terceira etapa, um efetor especifico € reconhecido por
uma proteina, gerando a imunidade desencadeada por efetor (ETI), que € uma
resposta aumentada e acelerada de PTI, provocando uma resisténcia a doenca
e podendo promover uma resposta incompativel, que é uma resposta de
hipersensibilidade (HR) e consequentemente a morte celular programada
freando a infeccdo ou gerar uma resposta compativel (Apel e Hirt,
2004; Hakmaoui et al., 2012 ),.

A resisténcia induzida (IR) é o “estado de capacidade defensiva aumentada”
(Van Loon et al., 1998) e permanece inativa, até que é acionada por patdgenos
ou tratamento preévio, ativando a defesa sistémica do organismo, sendo dividida
em resisténcia sistémica adquirida (SAR) e resisténcia sistémica induzida (ISR),
gue variam de acordo com a nhatureza do elicitor e a as vias regulatérias
desencadeadas. A SAR ocorre por meio de um estimulo externo, sendo uma
caracteristica da planta que eleva sua defesa inerente ou imunidade inata de
forma duradoura e ampla, que pode fornecer as partes nao infectadas das

plantas protecdo em novas infec¢cdes, podendo ser induzido por
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elicitores/indutores. Ja a ISR ocorre por bactérias promotoras de crescimento
vegetal, como as rizobacterias, e ndo esta relacionada com o acumulo de
proteinas e sim as vias que sao reguladas por jasmonato e etileno (Van Loon et
al., 1998).

Atualmente, o plantio de cultivares resistente e de muda sadias sdo as
formas mais eficazes para manejo da doenca, entretanto a diversidade genética
que X. albilineans apresenta faz com que o patdégeno consiga quebrar a
resisténcia de algumas cultivares e com isso, limita o produtor na escolha das

variedades para o plantio (Zhang et al., 2020; Rott e Davis, 2000).
3.4 Silicio

O Silicio € o segundo elemento mais abundante da superficie terrestre,
ficando atras apenas do oxigénio (O). E absorvido pelas plantas na forma de
acido monossilicico (H4SiO4), que é a forma disponivel presente no solo. Ele
pode ser absorvido na forma passiva, onde acompanha o fluxo de massa pelas
raizes e é transportado para a parte aérea via xilema pelo fluxo de transpiracao,
se acumulando na parte aérea, ou pela ou pela forma ativa, pois foram
encontradas proteinas transportadoras nas células radiculares de arroz, que sédo
especificas para absorcdo de Si (SNYDER et al., 2007; Ma e Yamaji, 2006;
Epstein, 2009; Yoshida, 1965).

O Si pode atuar de forma fisica, fisiolégica e bioquimica, com a deposicao
de Si ocasionando maior resisténcia para a folha por meio da dupla camada de
silica, fornecendo também folhas mais eretas e consequentemente uma
diminuicao do alto sombreamento. O depdsito de Si na superficie foliar também
€ um importante aliado em situa¢gBes de deficiéncia hidrica, ja que preveni o
desequilibro do status hidrico foliar, diminuindo a perda de agua por transpiracao
(Yoshida, 1965), auxiliando no ajuste osmético e na manutencéo do potencial
hidrico, protege contra a destrui¢cdo da clorofila e mantem a fotossintese e com
iISSO esta associado com a prevencgado da senescéncia celular (Farooq e Dietz,
2015; Ma e Yamaji, 2015; Hattori et al., 2003; Gong et al., 2005; Amin et al.,
2014).

Dentro da célula, o Si também contribui para um maior conteudo de agua,

pois auxilia na absorcdo de agua pelas raizes devido ao aumento da acao
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osmorreguladora da prolina (Avila et al., 2021). Também ajuda no controle de
espécies reativas, visto que diminui os danos ocasionados na fase fotoquimica
da fotossintese, preservando assim a integridade celular e dos pigmentos
(Camargo et al., 2019; Teixeira et al., 2020; Teixeira et al., 2021; Inman-Bamber
e Smith, 2005).

Em situacBes de estresse bidtico, estudos demonstraram o papel do Si, que
depositado abaixo da cuticula provoca maior rigidez na célula dificultando a
penetracdo de patdégenos e minimizando o ataque de pragas. Além disso, auxilia
na ativacdo de genes que estdo envolvidos na producdo de fendis e induz a
producdo de compostos antimicrobianos e do sistema de defesa como as
peroxidases (POX, EC 1.11.1.7) superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) e
glutationa e ativacao da resisténcia sistémica através dos hormonios vegetais,
como por exemplo do etileno que se acumula na planta em respostas a doencas.
(Epstein, 1994; Marschner, 1995; Adatia e Besford, 1986; Marschner, 1995; Lima
Filho et al., 2003; Farooq e Dietz, 2015; Hattori et al., 2003; Gong et al., 2005;
Agarie et al., 1998a).

As gramineas, como € o caso da cana-de-acgUcar, sdo plantas acumuladoras
de Si pois possuem transportadores especificos (ZmLsil e ZmLsi6), para
absorcdo e transporte de Si (Mitanl et al., 2008). Estudos demonstraram a
relacdo do Si com o aumento da biomassa da cana-de-acucar (Oliveira et al.,
2010), producao de acucar (Camargo et al., 2014), potencial hidrico (Camargo
et al, 2019), pigmentos fotossintéticos (Verma et al., 2019) e a atenuacao dos
efeitos do estresse oxidativo (Bezerra et al., 2019; Verma et al, 2019).

De acordo com Camargo et al. (2017) a fertilizacdo com Si via solo, na fase
de perfilhamento, proporcionou maior rendimento de sacarose, diametro do
caule e acumulo de biomassa em condi¢cdes de moderado déficit hidrico (55%

da capacidade de retencdo de agua), mesmo para cultivares sensiveis a seca.

Dessa forma, acredita-se que a nutricdo com Si seja capaz de promover uma
fortificacdo em plantas de cana-de-agucar, conferindo resisténcia as condi¢ées
de déficit hidrico, sobretudo na fase inicial de desenvolvimento da cultura,
considerada a de maior sensibilidade a seca, sobretudo para MPB. Em MPB o
fornecimento de Si pode ser realizado via fertirrigacdo ou por pulverizagao foliar.



18

3.5 Estresse Oxidativo e o sistema de defesa antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sédo produzidas naturalmente no
metabolismo dos organismos, seja vegetal ou animal, durante processos
metabdlicos como a fotossintese e a respiracdo. O radical superoxido (0?7), o
perdxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH®), sdo produtos da
reducdo do oxigénio molecular e o oxigénio singleto (*O2) é gerado a partir da

excitacao da clorofila com o oxigénio (Gratéo et al., 2005).

O perdxido de hidrogénio tem uma meia vida considerada longa e
moderadamente reativa; por ser muito pequeno consegue passar através de
membranas espalhando seus danos e atuando como mensageiro do estresse. E
também capaz de inativar enzimas por oxidacao e faz parte da formacao de OH-
(Barbosa et al., 2014).

A OH- é a mais oxidante e ocasiona reacoes rapidas e sem especificidade,
sendo capaz de reagir com todas as moléculas biolégicas, gerando mutacao no
DNA, desnaturacdo de proteinas e causando a peroxidacéo lipidica e ndo pode
ser eliminada diretamente, por isso € necessério que o sistema de defesa
antioxidante regule os seus percussores que sdo o Oz~ e H202 (Barbosa et al.,
2014).

As funcdes da ERO séo dependentes da quantidade produzida e de sua
acumulacao no organismo, podendo regular o crescimento e desenvolvimento e
guando em niveis baixos e adequados, também podem estar envolvidas em
fornecer uma mensagem para o organismo frente a estresses biodticos e abioticos
fazendo com que o sistema de defesa entre em acédo (Mittler et al., 2004; Ahmad
et al., 2010; Mittler et al., 2011; Baxter et al., 2014).

O acumulo de ERO pode gerar o estresse oxidativo, que é o desequilibrio
entre a producdo e eliminacdo das mesmas, principalmente em condi¢cbes de
estresse, em que as ERO podem ser produzidas em excesso e
consequentemente ocasionar danos a proteinas, lipideos e membrana
celular). A consequéncia do estresse nao é apenas o oxigénio singleto, mas sim
a superproducdo de ERO e a sobrecarga da cadeia transportadora de elétrons
nas mitocondrias e nos cloroplastos (Cruz de Carvalho, 2008; Gill e Tuteja,
2010; Miller et al., 2010).
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A peroxidagdo lipidica é uma consequéncia do estresse oxidativo
ocasionado por ERO. O malondialdeido (MDA) é produto desse sistema e pode
ocasionar mudancas na membrana celular e na atividade enzimatica, podendo
causar danos irreversiveis e com isso é utilizado como um marcador de estresse
oxidativo e, para monitorar o MDA, séo utilizadas substancias reativas a acido
tiobarbittrico (TBARS) ( Sharma et al., 2012; Hodges et al., 1999; Shulaev e
Oliver, 2006).

Para combater as espécies reativas de oxigénio e consequentemente, a
producgéo do estresse oxidativo, os organismos sdo munidos de um sistema de
defesa antioxidante, que € qualquer composto capaz de eliminar as ERO sem
gerar um radical nocivo para o sistema, ou seja, que € capaz de neutralizar 0s
radicais livres gerados nas células e proteger as mesmas contra os danos
provocados pela ERO (Noctor e Foyer, 1998).

O sistema antioxidante € composto por um maquinario enzimatico e nao
enzimatico, entre eles a superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), glutationa
redutase (GR, EC 1.6.4.2), catalase (CAT, 1.11.1.6), glutationa peroxidase
(GSH-Px, EC 1.11.1.9), guaiacol peroxidase (GPOX, EC 1.11.1.7) prolina,
carotenoides e compostos fendlicos (Gratéo et al., 2005; Gratéo et al., 2008).

A SOD é considerada a primeira linha de defesa frente as espécies
reativas de oxigénio, dismutando dois superéxidos (Oze-), em que um é reduzido
gerando H202 e o outro é oxidado formando Oz (Gratéo et al., 2005). Com isso
diminui o risco de formacao de hidroxila (OH¢) a partir do Oze- (Dinakar et al.,
2012).

A APX é uma peroxidase encontrada dentro do citosol, mitocdndrias,
peroxissomos, cloroplastos e parede celular. Tem uma grande afinidade pelo
H202, fazendo com que ele possa ser eliminado mesmo quando estad em
quantidades pequenas e em condi¢cdes normais, sem niveis de estresse.
(Caverzan 2008; Barbosa et al., 2014).

Ja a glutationa peroxidase é a responsavel por oxidar a glutationa (GSH) e
transforma-la em glutationa oxidada (GSSG). Neste processo, ocorre a quebra
do peréxido em alcool, principalmente quando o H202 se encontra em pequenas
porcles, ja que esta enzima possui uma grande afinidade pelo peréxido de
hidrogénio (Halliwell & Gutteridge, 2007).
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Outra enzima de grande importancia no ciclo ascobato-glutationa é a
glutationa redutase, que utiliza o NADPH para reduzir a glutationa oxidada
(GSSG) a sua forma reduzida (GSH), removendo H202 em diferentes
componentes celulares (Gratéo et al., 2005). A Gr e a GSH-px sao enzimas que
se completam para manter em equilibrio a relacdo entre GSH e GSSG no
organismo (Halliwell e Gutteridge, 2007).

A prolina pode funcionar como um osmolito compativel pois apresenta
baixo peso molecular, carga em pH neutro e é altamente soltvel, conseguindo
equilibrar o pH citosolico, tendo acdo também contra os danos provocados pelas
ERO, atuando na sua eliminacédo, sendo assim uma importante sinalizacao da
ocorréncia de estresse (Verbruggen e Hermans, 2008; Das e Roychoudhury,
2014).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Ensaio experimental

O trabalho foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias,
UNESP-Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal — SP, em casa
de vegetacao (21°14’46,68”S, 48°18’6,39”’0 e 600 m de altitude). O clima da
regido é do tipo Aw, tropical imido com estacao chuvosa no verdo e seca no
inverno, de acordo com a Estacdo Agroclimatica da UNESP, Campus de
Jaboticabal. Foram utilizados dois gendétipos contrastantes de cana-de-acucar,
um suscetivel (SP78- 4467) a X. albilineans e outro com nivel superior de
resisténcia, comercializada e com genoma sequenciado (SP80-3280). As
plantas indexadas para doencas sistémicas e para identidade genética por
fingerprint de DNA (tecnologia INVICTA) foram cedidas pelo Centro de Cana,
Instituto Agronémico, Laboratério de Biotecnologia de Ribeiréo Preto. Para evitar
qualquer tipo de contaminacao, as plantas foram mantidas em estufa e processo
de producédo das mudas a partir de toletes dessas matrizes foi realizado de

maneira asséptica e com total esterilizagéo dos utensilios de corte utilizados.

4.2 Condig0Oes de cultivo e delineamento experimental

As condi¢cdes estressantes consistram da contaminagdo com X.

albilineans, deficiéncia hidrica e a combinagdo entre os estresses bidtico e
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abidtico. O experimento utilizou o delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x4x4, com sete repeticdes por tratamento, para cada cultivar,
com e sem fornecimento de cada um dos indutores, na auséncia e presenca da
doenca e da deficiéncia hidrica (30% da capacidade de reten¢éo de agua no solo
— CRA).

O experimento foi desenvolvido em duas etapas: o cultivo das mudas pré-
brotadas (MPB), com uma muda por vaso plastico de 0,7 dm?, sendo preenchido
com areia lavada, que recebeu a solugao nutritiva e os indutores de resisténcia.
A outra foi a do transplantio das mudas em vasos com amostras de um Neossolo
Quartzarénico que recebeu os tratamentos com déficit hidrico. O experimento foi
desenvolvido em duas etapas, visando unir a melhor estratégia de aplicacdo dos
indutores de resisténcia aliado a aplicacéo da técnica ao produtor. Devido a isso,
o pré-tratamento das mudas € um fator interessante, ja que apresenta um baixo
custo e disponibilidade de ser transportada ao campo ja tratada. O uso de um
substrato inerte nesta primeira fase foi importante para evitar qualquer problema
na absorcdo e interferéncia com os indutores. O emprego dos atenuantes
durante a formacé&o destas mudas pode aumentar a resisténcia das mesmas no

momento do transplantio para o campo.

4.2.1. Primeira etapa

Cultivo das mudas pré-brotadas (MPB) sendo preenchido com areia
lavada com agua até a matéria organica ser removida. Cada vaso recebeu a
solucéo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), com alteracdo na fonte de ferro
para Fe—EDDHMA, considerando o dobro da concentracdo recomendada,
conforme indicacdo de Cavalcante et al. (2016) para cana-de-acucar cultivada
em solucdo nutritiva. Inicialmente as mudas sofreram o processo de rustificacao
por 30 dias, apds esse periodo receberam a solugdo nutritiva por 90 dias,
juntamente com os indutores de resistente (aplicacdo a cada 7 dias). Para evitar
a salinizacdo dos sais, a concentragdo da solugdo nutritiva durante a primeira
semana de cultivo foi mantida a 25%, e 50% a partir da segunda semana. O
volume de solucéo aplicado foi definido a partir de teste preliminar de saturacéo
do substrato, evitando perda por lixiviagdo (Sousa et al., 2018). O pH da solucdo
foi mantido em 5,8+0,2 com o uso de solugao de HCl ou NaOH, ambos a 1,0 M
L.
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Fig. 1: Primeira etapa do ensaio experimental. Toletes de cana-de-agucar

cultivados em vasos contendo areia lavada.
Indutores de resisténcia aplicados na solucéo nutritiva: Foi utilizado silicato de
potassio estabilizado com sorbitol (113,4 g L 1 de Sie 18,9 g L de K20 e pH
11,8), com aplicacdo na solugdo nutritiva, seguindo a concentragcdo de Si
amplamente utilizada nos ensaios com elemento em diferentes culturas que
seria 2,0 mmol L (Barreto et al., 2017). Concentracdes maiores que esta pode
se polimerizar, decrescendo sua forma monomeérica (H4SiO4) e a absorcéo de Si
pelas plantas (Birchall, 1995). O fornecimento do Si via radicular foi continuo
durante a fase de producdo de mudas sendo adicionado a solucdo nutritiva a
cada 6 dias por 90 dias.
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Primeira etapa Segunda etapa

Mudas selecionadas e colocadas em vasos individuais com

Areia e solucdo nutritiva . .
¢ neossolo, deficiéncia hidrica e inoculagdo
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Indu : bactéria deficiéncia hidrica :
(a cada 5 dias) material

Fig. 2: Esquema que resume e demonstra a primeira e segunda etapa do ensaio experimental
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4.2.2 Segunda etapa: transplantio das mudas para vasos com solo:

Apbs o periodo da rustificacdo (30 dias) e aplicacao dos indutores (90 dias), ao
qual corresponderdo a 120 DAE (dias apés emergéncia), as mudas foram
transplantadas para vasos de 7 dm® preenchidos com 5,5 dm? de amostras de um

Neossolo Quartzarénico.

Foram realizadas analises do solo utilizado para fins da avaliacéo da fertilidade

conforme método descrito por Raij et al. (2001) e analise granulométrica.

Fig. 3: Mudanca da primeira para a segunda etapa da condi¢cédo experimental. A- Muda
de cana-de-acgucar na pré-lavagem das raizes. B- Muda de cana-de-acUcar apos
lavagem das raizes. C- Comparativo de muda de cana-de-agucar em vasos contendo

areia e apos o tranplante para vasos com solo.

4.3 Preparacdo do in6culo

Um pré-indculo de Xanthomonas albilineans obtido de uma col6nia de isolado
Xall foi cultivado por 24 horas em meio liguido Xanthomonas albilineans seletivo
(XAS) (Davis et al., 1994). O in6culo inicia com OD600nm = 0,1 onde foi cultivado a
28°C e 200 rpm (fase logaritmica, OD600nm ~ 1,5) durante 20h. Em seguida o
patdégeno foi transferido para tubos de 50mL e centrifugado por 5min a 40°C e 400 g.
O sobrenadante foi descartado e o patdgeno suspendido novamente em solugéo
salina tamponada com fosfato (PBS) a 108 UFC/ mL (DO = 0,3). A bactéria foi mantida
em gelo até o momento da inoculagéo da planta.
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4.4 Inoculacao e deficiéncia hidrica

ApGs o periodo de 135 DAE, as mudas foram inoculadas com 50 uL de solugéo
de X. albilineans (OD=0.3, 108 CFU/mL, tampdo fosfato salino, PBS) pelo método de
decaptacdo (ROTT et al., 1997; BRUMBLEY et al., 2004). Plantas falso inoculadas

(50 pyL de PBS) foram utilizadas como controles. Apds 10 dias da inoculagéo, foi

imposta a deficiéncia hidrica.

L E *
. ":

o

Fig. 4: Segunda etapa da condicao experimental: A e B- Processo de decaptacao e
inoculacao das plantas de cana-de-aclcar com a bactéria X. albilineans. C- Plantas
de cana-de-acucar cortadas e inoculadas com a bactéria X. albilineans. D e E- Plantas
apos a decaptacdo e inoculacédo da bactéria X. albilineans.

A condicédo de déficit hidrico foi com a manutencéo do nivel de dgua a 30% da
CRA e o0s vasos que nao receberam o déficit hidrico foram mantidos a 70%. A

determinacdo da CRA foi realizada com uso de lisimetros de pesagem. Os valores de
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massa de cada lisimetro foram registrados por uma célula de carga modelo GL 50 da
empresa Alfa Instrumentos Eletrdnicos S.A com capacidade de 50 kg e precisao de
0,57 mm. As células de carga foram conectadas ao sistema de aquisi¢do de dados,
composto por um multiplexador de canais diferenciais (AM 416 Relay Multiplexer,
Campbell Sci., Logan — USA) e um datalogger (CR10X Campbell Sci., Logan — USA).
O sistema foi energizado por uma bateria de 12 V ligada a uma placa solar. Os dados
armazenados foram transferidos para um modulo de memoria, utilizando-se como
interface o programa PC200W. Antes da instalacdo das mudas de cana-de-acgUcar,
foram determinados o armazenamento de agua disponivel do solo do lisimetro e os

valores de umidade de capacidade de campo e de ponto de murcha permanente.

O solo foi saturado com 4gua e depois de cessada a drenagem, se iniciou o
ciclo de secagem até que a variacdo no armazenamento de agua tornou-se
desprezivel. Um experimento piloto foi realizado para a determinacdo do tempo de
manutencao da deficiéncia hidrica, por suspensédo durante trés e cinco dias, obtendo
melhores respostas o tratamento de 5 dias. Assim, ap6s do inicio da deficiéncia hidrica
(148 dias DAE), as folhas foram coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido e, logo condicionadas em ultra freezer (-80°C) para as posteriores analises

bioguimicas.

4.5 Monitoramento dos sintomas, Extracdo de DNA e quantificacao da

bactéria nos tecidos vegetais (TagMan)

Para quantificar as bactérias estabelecidas apés os 15 dias de infec¢cdo nos
gendtipos contrastantes, o DNA das folhas (Folhas, Palmito e Folhas+Palmito)
infectadas foi extraido de 200mg de tecido vegetal utillizando o kit
GenElutePlantGenomic DNA Miniprep Kit (Sigma). A concentracdo e integridade do
DNA extraido foram avaliados por meio de espectrofotbmetro Nanodrope gel de
agarose (0.8%) corado com brometo de etidio. O ensaio de TagMan foi realizado
usando sondas e primers especificos para X. albilineans desenvolvidos previamente
pelo “Instituto Agronémico, Centro de Cana” e por Garces et al., (2014); Gutierrez et
al., (2016). As reacbes de gPCR foram realizadas utilizando o equipamento
StepOnePlus Real-Time PCR System (AppliedBiosystems) e o kit
GoTaq®ProbegPCR Master Mix (Promega) em um volume final de 20 uL. Controles
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positivos para todos os experimentos de qPCR foram obtidos de folhas de plantas
sintomaticas testadas previamente como positivas para X. albilineans. Os controles
negativos foram compostos de plantas saudaveis (INVICTA). O gene alvo de X.
albilineans (Xa 24 isolate, TARDIANI et al., 2014) foi amplificado via PCR e clonado
no vetor pGEM®-T Easy Vector System (Promega). Uma diluicdo seriada de 10x do
plasmideo foi utilizada para gerar a curva padrdao (107 to 101 copias/reagcao) para

quantificar o numero de copias do gene alvo em cada reagédo de qPCR.

Para a curva padréo cada diluicdo seriada foi gerada em triplicata e para as
amostras alvo duplicata técnica. A média e o erro padrédo do Ct (the cycle thres hold)
obtido para as repetices técnicas foram calculados e utilizados para obter o nimero
de copias do gene alvo por reacéo. E como resultado foi comprovado que a inoculacao
foi realizada de forma efetiva, em que aproximadamente 1079 copias do gene da
bactéria por grama de tecido da planta foram encontradas, quantidade similar

encontrada no controle positivo padrdo (planta inoculada de forma controlada e com

sintomas visiveis usadas no 1AC).

|

Fig. 5: Segunda etapa da condi¢éo experimental. Folhas de cana-de-agulcar
com sintomas de escaldadura da folha

4.6 Analises Fisiologicas

Massa seca: As plantas foram coletadas e embaladas em sacos de papel que
foram colocados em estufa de circulagéo forcada de ar a 70 °C para secagem até

peso constante (72 h). Em seguida, anotou-se o peso final em balanca de preciséo e
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os valores foram expressos em g por planta, sendo utilizada a média de cada planta

para posterior analise.

Potencial hidrico foliar: O potencial da dgua na folha foi avaliado como um
indicador do status hidrico na planta e foi sera medido imediatamente apos a coleta

das folhas com uma camara de pressao (Scholander et al., 1965).

Quantificacdo de Si: O teor de Si foi obtido pela extracdo do elemento de
acordo com a metodologia descrita por Kraska e Breitenbeck (2010) e a leitura
realizada por espectrofotometro a 410 nm conforme indicado por Korndorfer et al.
(2004).

4.7 Analises Bioquimicas

Teores de clorofilas e carotenoides: Os teores de clorofila e carotenoides
foram quantificados a partir de discos das folhas colocados em acetona80%. As
leituras foram realizadas nos seguintes comprimentos de onda: Clorofila a em 663 nm;
Clorofila B em 647 nm e Carotenoides (caroteno [c]+ xantofilas [x]) em 470 nm em
triplicatas (Lichtenthaler, 1987).

Eficiéncia quantica do FSII (Fv/Fm): A eficiéncia do fotossistema foi estimada
pela medi¢cdo da fluorescéncia da clorofila utilizando um fluorimetro de clorofila. As
plantas foram deixadas no escuro durante 30 min antes da excitacao do pulso de luz
vermelha de 1 s. Os seguintes parametros foram avaliados: FO (fluorescéncia minima
para excitacao da clorofila) e Fm (fluorescéncia maxima para excitacdo da clorofila).
Estes dois parametros foram usados para calcular Fv (variacdo na fluorescéncia
calculada a partir de FO e Fm), Fv/Fm (razéo de fluorescéncia variavel e fluorescéncia
maxima), e Fv/FO (razdo de fluorescéncia varidvel e fluorescéncia minima
(Lichtenthaler et al., 2005).

Fenois totais: Para determinar o teor de fendlicos totais foi utilizado 0,1g de
matéria fresca, que foi pesado e imerso em etanol concentrado, sendo mantido no
escuro por 3 horas. Apés a extracdo, foi induzida por meio de Folin-Ciocalteu 2 N,
uma reacgédo colorimétrica, reagindo por 3 minutos e com carbonato de sédio 20% por
2 horas, posteriormente sendo lida em espectofotometro no comprimento de onda de

765 nm. O conteudo fendlico foi determinado usando uma curva padrao com acido
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galico, sendo expresso como equivalente de acido galico (GAE) 100 g ~*(Singleton e
Rossi, 1965).

Prolina: Folhas frescas foram homogeneizadas em acido sulfosalicilico a 3% e
filtradas. O filtrado da mistura foi adicionado a 1 mL de ninidrina acida e acido acético
glacial send colocado em agua fervente por 1 h, juntamento com e tolueno (4 mL). A
absorbancia foi medida espectrofotometricamente a 520 nm e convertida em pmol
g ~* de peso fresco contra prolina padrdo (Bates et al., 1973)

Estresse oxidativo (MDA): foi realizada por quantificar o teor de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) como produto final do processo de
peroxidacgédo lipidica. O tecido da folha foi moido com 20% (p/v) polivinilpirrolidona
(PVPP) e acido tricloroacético a 0,1% (TCA). Depois disso, as amostras foram
centrifugadas a 11.000xg por 10 min, o sobrenadante foi adicionado a uma solugéo
de 20% TCA e acido tiobarbitarico (TBA) a 5% e incubados em banho quente e seco
a 95°C por 30 min. As amostras foram colocadas em gelo para parar a reacao por
resfriamento por 10 min e centrifugado a 4°C (11.000xg) por 10 minutos. A
concentracdo de malondialdeido equivalentes (MDA) foi calculado usando um
coeficiente de extincdo de 1,55 9 10> mol~'cm?, com leituras entre 535 e 600 nm. Os
resultados foram expressos em pmol mg~' tecido de peso fresco (Gratdo et al., 2012).

Extracdo e quantificacdo de proteinas totais: As amostras de material
vegetal foram maceradas em N: liquido e homogeneizadas em tampéo fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5) contendo 1 mM EDTA, 3 mM DTT e 4% PVPP. A mistura
foi centrifugada a 10.000 g por 30 min a 4°C e o sobrenadante mantido a -80°C para
serem utilizadas nos ensaios enzimaticos (Azevedo et al., 1998). A quantificacdo das

proteinas sollveis totais foi realizada conforme Bradford (1976).

Superdxido Dismutase — SOD (EC 1.15.1.1): foi conduzida em uma camara de
reacao iluminada por uma lampada fluorescente de 15 W a 25°C. A mistura da reagao
foi uma solugcéo contendo 50 pl da amostra, com 5 ml com tampéao fosfato de sédio,
NBT, EDTA, metionina e riboflavina. A reacéo foi alocada dentro da caixa, evitando a
incidéncia de qualquer luz exterior, em seguida foi acendida a luz no interior da caixa

por um periodo de 5 minutos, onde neste intervalo se formard o composto blue
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formazana pela fotorreacdo do NBT. As leituras foram realizadas a 560 nm
(Giannopolitis e Ries, 1977).

Ascorbato peroxidase - APX (EC 1.11.1.11): A atividade da APX foi realizada
por método espectrofotométrico, com leituras a 290 nm. A mistura de reacdo consistiu
de uma solucéo contendo 650 pL tampdao fosfato de potassio 80 mM pH 7,0; 100 pL
ascorbato 5 mM; 100 uL EDTA 1 mM; 100 pL H202 1 mM e 50 pL de extrato,
permanecendo em banho a 30°C. O H202 foi adicionado na hora da leitura, sendo
realizadas ap6s um periodo de 1 min em cubetas de quartzo (CAKMAK & HORST,
1991).

Glutationa redutase - GR (EC 1.6.4.2): tampéao fosfato de potassio, 5,5-dithio-
bis (2-nitrobenzoic acid, NBT), glutationa oxidada, NADPH e 25 pL de extrato. A
atividade da GR foi estimada pela reducéo da glutationa oxidada (Azevedo et al.,
1998).

Guaiacol Peroxidase- GPOX (EC 1.11.1.): A atividade da Guaiacol Peroxidase
foi determinada como descrito por Gomes-Junior et al. (2007). O meio da reagéo foi
composto por 250 pl de tampao fosfato-citrato (fosfato de sodio dibasico 0,2 M: acido
citrico 0,1 M) pH 5,0, 150 ul do extrato vegetal e 25 ul de guaiacol 0,5%, que foi agitada
em vortex e incubada a 30 °C durante 15 min. A reacéo foi parada por arrefecimento
rapido num banho 4gua com gelo, seguido pela adicdo de 25 ul a 2% da solucéo de
metabisulfureto de sodio. A mistura da reacdo foi mantida durante 10 min e
determinada em espectrofotdmetro com leituras em absorbancia a 450 nm.

Glutationa Peroxidase- GSH-Px (EC 1.11.1.9): A atividade de GSH-Px foi
determinada pela adicdo de extrato vegetal a um meio de reac¢éo consistindo em 100
mM de fosfato de potassio tampao (pH 7,0), 3 mM de EDTA, 0,24 U GR/mL, 10 mM
de GSH e 1 mM de azida de sédio. Esta mistura foi incubada a 37°C durante 10 min.
A reacdo foi catalisada pela adicdo de 1,5 mM de NADPH e 1,5 mM de H202. A
oxidagéo do NADPH foi monitorada por 5 min a 340 nm. Enzima atividade foi calculada
usando o coeficiente de extingcdo molar de 6,22 mM~' cm™'. Os resultados do GPX

foram expressos em pmol min~' mg~' de proteina (Anderson and Davis, 2004).

FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS
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Salienta-se que, para as analises bioquimicas, as leituras em espectrofotdmetro

para cada repeticdo, foram realizadas em triplicata. Os dados foram submetidos a

andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade. Todas as analises foram realizadas usando o software R (R CORE

TEAM, 2018).

5. RESULTADOS

O tratamento de bactéria+deficiéncia hidrica da cultivar SP80-3280, teve uma

maior massa seca com a presenca de silicio, enquanto pra aos outros tratamentos

nao houve diferenca. Ja a cultivar SP78-4467 ndo apresentou diferenca estatistica

entre os tratamentos (Fig. 1).

08

0,6

Massaseca

04

02

1,2

0,8

Massaseca

0,4

SP80-3280 O 3em 3
WCom Si
Az A2 A_a
us s
Az
A
5 Aa Ba
e 1
Controlke Bactéria Deficiéncia Hidrica Bac+DH
SP78-4467
O5%em 5
Az WComSi
T Aa
__'__ Aa
Az
Az Aa Aa Aa
— B
Controlke Bacteria Deficiéncia Hidrica Bac+DH



32

Fig. 1: Massa seca da folha da cultivar SP80-3280 e SP78-4467 de cana-de-acucar. Diferentes letras
minuUsculas indicam diferencas significativas de auséncia e presenca de silicio entre os tratamentos. E
letras maiulsculas diferentes indicam diferencas significativas na comparacéo de auséncia e presenga
de silicio no mesmo tratamento. As colunas rotuladas com letras diferentes foram significativamente

diferentes em p < 0,05 pelo teste de Tukey.

Nas duas cultivares, plantas pré-tratadas com Si, tiveram um aumento na
eficiéncia quantica do FSIl (Fv/Fm) em todas as condi¢cdes estressante em
comparacao aos tratamentos sem silicio. Porém, o fornecimento de silicio no controle
diminuiu a eficiéncia fotoquimica do FSII na cultivar SP80-3280, o que n&o ocorreu na
cultivar SP78-4467. Quando comparada a aplicacdo do silicio em cada tratamento,
houve diferenca significativa apenas na cultivar SP80-3280, em que o0s tratamentos
com bactéria obtiveram uma maior eficiéncia quantica em comparacdo ao grupo

controle (Fig. 2).
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Fig. 2: Eficiéncia quéantica do fotossistema Il (PSIl) (Fv/Fm) da folha da cultivar SP80-3280 e SP78-
4467 de cana-de-agucar. Diferentes letras minUsculas indicam diferencas significativas de auséncia e
presenca de silicio entre os tratamentos. E letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas
na comparagdo de auséncia e presenca de silicio no mesmo tratamento. As colunas rotuladas com

letras diferentes foram significativamente diferentes em p < 0,05 pelo teste de Tukey.

Na cultivar SP80-3280, quando comparado a presenca e auséncia de silicio,
houve menor potencial hidrico no tratamento de bacteria nas plantas pre-tratada com
Si e um maior potencial hidrico nos tratamentos de deficiéncia hidrica e
bactéria+deficiéncia hidrica com fornecimento de Si. Ja para a cultivar SP78-4467, a
diferenca ocorreu no tratamento bactéria+deficiéncia hidrica e bactéria, em que com

o fornecimento de silicio, o potencial hidrico foi mais elevado (Fig. 3).
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Fig. 3: Potencial Hidrico de folhas da cultivar SP80-3280 e SP78-4467 de cana-de-agucar. Diferentes
letras mindsculas indicam diferengas significativas de auséncia e presenca de silicio entre os
tratamentos. E letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas na comparacdo de
auséncia e presenca de silicio no mesmo tratamento. As colunas rotuladas com letras diferentes foram

significativamente diferentes em p < 0,05 pelo teste de Tukey.

A cultivar SP80-3280 apresentou maior conteudo de Si, quando comparada
auséncia e presenca de Si, nos tratamentos controle e bactéria+deficiéncia hidrica. Ja
a cultivar SP78-4467 apresentacdo maior conteudo de Si, quando comparada
auséncia e presenca de Si, em todos os tratamentos exceto para bactéria+deficiéncia

hidrica, em que n&o houve diferenca estatistica (Fig. 4).
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Fig. 4: Quantificacé@o de Si da folha da cultivar SP80-3280 e SP78-4467 de cana-de-acUcar. Diferentes
letras mindsculas indicam diferencas significativas de auséncia e presenga de silicio entre os
tratamentos. E letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas na comparagédo de
auséncia e presenca de silicio no mesmo tratamento. As colunas rotuladas com letras diferentes foram

significativamente diferentes em p < 0,05 pelo teste de Tukey.

Plantas da cultivar SP80-3280 pré-tratadas com Si na condigcdo de estresse
bidtico, abidtica e na combinagao dos estresses apresentaram maior teor de clorofila
total. Quando comparada as plantas que receberam Si, na condicdo de estresse
abidtico o teor de clorofila total diminuiu em comparagéo as plantas do grupo controle.

Jé a cultivar SP78-4467, na condicdo de estresse bibtico e também na condi¢do dos



36

estresses combinados, ndo apresentaram diferenca entre a presenca e auséncia de
Si. No estresse abiotico e controle em plantas pré-tratadas com Si, o teor de clorofila
diminuiu em comparacao com as plantas sem aplicagéo de Si. Quando comparada as
plantas que receberam Si, na condigdo de estresse biotico e na combinacdo dos
estresses e o teor de clorofila total foi maior em comparacéo ao grupo controle (Fig.
5).
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Fig. 5: Clorofila total da folha da cultivar SP80-3280 e SP78-4467 de cana-de-acguUcar. Diferentes letras
minudsculas indicam diferencas significativas de auséncia e presenca de silicio entre os tratamentos. E
letras maiulsculas diferentes indicam diferencas significativas na comparacéo de auséncia e presenga
de silicio no mesmo tratamento. As colunas rotuladas com letras diferentes foram significativamente

diferentes em p < 0,05 pelo teste de Tukey.
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O teor de carotenoides foi maior nas plantas pré-tratadas com Si da cultivar
SP80-3280, sob todos os estresses. Quando comparada as plantas que receberam
Si, na condi¢éo de deficiéncia hidrica o teor de carotenoides diminuiu em comparacao
as aos demais tratamentos. Ja a cultivar SP78-4467, no tratamento com bactéria ha
um maior teor de carotenoides na presenca de silicio, 0 oposto ocorre para o controle
e deficiéncia hidrica. Quando comparada as plantas que receberam Si, os tratamentos
de bactéria e bacteriat+deficiéncia hidrica, o teor de carotenoides foi maior em
comparacao aos demais tratamentos (Fig. 6).
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Fig. 6: Carotenoides da folha da cultivar SP80-3280 e SP78-4467 de cana-de-acUcar. Diferentes letras
minudsculas indicam diferencas significativas de auséncia e presenca de silicio entre os tratamentos. E
letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas na comparacao de auséncia e presenca
de silicio no mesmo tratamento. As colunas rotuladas com letras diferentes foram significativamente

diferentes em p < 0,05 pelo teste de Tukey.
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Na cultivar SP80-3280 ndo houve diferenca estatistica na comparacdo dos
tratamentos que receberam silicio e 0os que nao receberam o silicio. Quando
comparada a aplicacéo do silicio em cada tratamento, obteve-se maior resposta nos
tratamentos com deficiéncia hidrica e bactéria+deficiéncia hidrica. J& para a cultivar
SP78-4467, houve diferenca na deficiéncia hidrica, em que as plantas que receberam
silicio tiveram uma menor producédo de compostos fenélicos em comparacéo aos que
ndo receberam o silicio. Na comparacao do silicio em cada tratamento, ndo houve

diferenca estatistica (Fig. 7).
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Fig. 7: Compostos fendlicos da folha da cultivar SP80-3280 e SP78-4467 de cana-de-aglcar.
Diferentes letras minUsculas indicam diferencas significativas de auséncia e presenca de silicio entre
os tratamentos. E letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas na comparacao de
auséncia e presenca de silicio no mesmo tratamento. As colunas rotuladas com letras diferentes foram

significativamente diferentes em p < 0,05 pelo teste de Tukey.



39

Na cultivar SP80-3280, em plantas pre-tratadas com Si, houve um maior teor
de prolina em todos os tratamentos, exceto no tratamento de bacteria que ndo houve
diferenca estatistica. Quando comparada a aplicacdo do silicio em cada tratamento, o
grupo bactéria+deficiéncia hidrica obteve o maior resultado em comparacdo aos
outros tratamentos. Ja para a cultivar 4467, a diferenca ocorreu no tratamento
bactéria+deficiéncia hidrica, sendo o tratamento com fornecimento de silicio com um
menor teor. Quando comparada a aplicacdo do silicio em cada tratamento, se
encontra um maior teor de prolina no grupo bactéria+deficiéncia hidrica (Fig. 8).
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Fig. 8: Prolina da folha da cultivar SP80-3280 e SP78-4467 de cana-de-aglcar. Diferentes letras
minudsculas indicam diferencas significativas de auséncia e presenca de silicio entre os tratamentos. E

letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas na comparacao de auséncia e presenca



40

de silicio no mesmo tratamento. As colunas rotuladas com letras diferentes foram significativamente

diferentes em p < 0,05 pelo teste de Tukey.

Plantas da cultivar SP80-3280 pré-tratadas com Si na condicdo de estresse
bidtico apresentaram maior conteido de MDA. Ja as plantas na condi¢cédo de estresse
abidtico e plantas com o0s estresses combinados ndo apresentaram diferenca
estatistica entre a presenca ou auséncia de Si. Quando comparada as plantas que
receberam Si, na condicdo de estresse abidtico e na combinacdo de estresses 0
conteudo de MDA diminuiu em comparacao as plantas do grupo controle. Ja a cultivar
SP78-4467, na condicdo de estresse bitdtico e também na condicdo de estresse
abidtico, ndo apresentaram diferenca entre a presenca e auséncia de Si. Na
combinacéo de estresses, plantas pré-tratadas com Si o conteido de MDA diminuiu
em comparacdo com as plantas sem aplicacao de Si. Quando comparada as plantas
que receberam Si, na condi¢cdo de deficiéncia hidrica e na combinacgéo de o contetdo

de MDA também diminuiu em comparagéo ao grupo controle (Fig. 9).
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Fig. 9: MDA da folha da cultivar SP80-3280 e SP78-4467 de cana-de-acUcar Diferentes letras

minuUsculas indicam diferengas significativas de auséncia e presenga de silicio entre os tratamentos. E

letras maiulsculas diferentes indicam diferencas significativas na comparacao de auséncia e presenga

de silicio no mesmo tratamento. As colunas rotuladas com letras diferentes foram significativamente

diferentes em p < 0,05 pelo teste de Tukey.

As plantas de ambas as cutivares, para a atividade da SOD, n&o apresentaram

diferenca estatistica em nenhuma condicéo de estresse (Fig. 10).
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Fig. 10: SOD da folha da cultivar SP80-3280 e SP78-4467 de cana-de-agUcar. Diferentes letras

minudsculas indicam diferencas significativas de auséncia e presenca de silicio entre os tratamentos. E

letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas na comparacao de auséncia e presenca

de silicio no mesmo tratamento. As colunas rotuladas com letras diferentes foram significativamente

diferentes em p < 0,05 pelo teste de Tukey.
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Na condicdo de estresse bidtico, para as plantas da cultivar SP80-3280 a
atividade de GSH-Px foi maior na presenca de silicio. As plantas pré-tratadas com Si
sob estresse abidtico e na combinacgdo de estresses, a atividade da enzima diminuiu.
Quando comparada a aplicacao do Si entre os estresses, a condicao de deficiéncia
hidrica e a condicdo com bactéria a atividade da enzimatica foi maior. Para a cultivar
SP78-4467, na condicao de estresse bidtico e também na combinacéo de estresses,
h& maior atividade de GSH-Px em plantas com aplicacdo de Si. Para a condicdo de
deficiéncia hidrica, plantas pré-tratadas com Si demonstraram menor atividade de

GSH-Px em comparacao com plantas nado tratadas com Si (Fig. 11).
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Fig. 11: GSH-Px da folha da cultivar SP80-3280 e SP78-4467 de cana-de-aglcar. Diferentes letras
minudsculas indicam diferencas significativas de auséncia e presenca de silicio entre os tratamentos. E
letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas na comparacao de auséncia e presenca
de silicio no mesmo tratamento. As colunas rotuladas com letras diferentes foram significativamente

diferentes em p < 0,05 pelo teste de Tukey.
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A atividade da enzima GR foi maior nas plantas pré-tratadas com Si da cultivar
SP80-3280, sob estresse bidtico. Entretanto, as plantas que receberam e as que nao
receberam Si em condicao de estresse abidtico e na combinacéo de estresses, ndo
apresentaram diferenca estatistica. A atividade de GR manteve-se igual entre as trés
condicbes de estresses para plantas que receberam Si e atividade mais elevada em
comparacao ao controle. Para a cultivar SP78-4467, na condicdo de estresse bidtico
e também na condicdo de estresse abittico, houve maior atividade de GR em plantas
com aplicacdo de Si. Para a combinacgéo de estresses, ndo houve diferenca estatistica
entre auséncia e presenca de Si. Na comparacdo da aplicacdo de Si entre o0s
estresses, também ndo houve diferenca estatistica entre eles e também ao controle
(Fig. 12).

SPB0O-3280
OSem Si
3T mComSi
"
z 25 | A
b=
2
T I Aa
_.m T ﬂ_ta sb Az
E Bb Ab T I
-~ 15 | T
£ Bb
£ s
5 1r
E
2
o 05
]
1)
Controlke Bactérim Deficiéncia Hidrica Bar+DH
SP78-4467
O Sem Si
W Com 5i
7
T
S 15 ¢t Aa s
= Aa
=] Ab Az Bb Aa
5, T - [T
e [ ] 1]
I Bc
= pE | T
E
=]
i 04 |
(-
]

Controlke Bacteria Deficiéncia Hidrica Bar+DH



44

Fig. 12: GR da folha da cultivar SP80-3280 e SP78-4467 de cana-de-acUcar Diferentes letras
minuUsculas indicam diferengas significativas de auséncia e presenga de silicio entre os tratamentos. E
letras maiulsculas diferentes indicam diferencas significativas na comparacao de auséncia e presenga
de silicio no mesmo tratamento. As colunas rotuladas com letras diferentes foram significativamente

diferentes em p < 0,05 pelo teste de Tukey.

Na condicdo de estresse bidtico e na condi¢do dos estresses combinados, a
cultivar SP80-3280, apresentou maior atividade da APX na presenca de Si.
Entretanto, as plantas sob estresse abidtico, ndo apresentaram diferenca estatistica
entre a presenca e auséncia de Si. Quando comparada a aplicacdo do Si entre 0s
estresses, a atividade de APX é menor em todos 0s estresses em comparagdo ao
controle. A atividade da APX aumentou apenas nas plantas pré-tratadas com Si da
cultivar SP78-4467 na condicdo de estresse abidtico, assim como na comparacao

entre os estresses (Fig. 13).

SP80-3280
Aa

- 1 mCom$S
3 900
[ Ab
= +
= 600
E Ac
.; T
B
— 300 }
P Aa Ba
Z Ba Ba m B_d m

o, L5 . Ex

Corntroke Bxi&a Deficiéncia Hidrica Bac+DH
SP78-4467
QSem Si
8000 A

st | W omSi
2
()
. b0 F
20
S 4000 }
E
°
E
= 2000 ¢
>
Q.
<

0

Controle Bactéria Deficiéncia Hidrica Bac+DH



45

Fig. 13: APX da folha da cultivar SP80-3280 e SP78-4467 de cana-de-acUcar. Diferentes letras
minuUsculas indicam diferencas significativas de auséncia e presenca de silicio entre os tratamentos. E
letras maiulsculas diferentes indicam diferencas significativas na comparacéo de auséncia e presenga
de silicio no mesmo tratamento. As colunas rotuladas com letras diferentes foram significativamente

diferentes em p < 0,05 pelo teste de Tukey.

Plantas da cultivar SP80-3280, apresentaram menor atividade de GPOX em
todas as condi¢cdes na presenca de Si. Quando comparada a aplicacao do Si entre os
estresses, a atividade de APX foi maior na condicdo de deficiéncia hidrica. Ja4 na
cultivar SP78-4467, apenas na condi¢do de deficiéncia hidrica, a atividade de APX foi

menor presenca de silicio (Fig. 14).
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Fig. 14: GPOX da folha da cultivar SP80-3280 e SP78-4467 de cana-de-acUcar Diferentes letras
minudsculas indicam diferencas significativas de auséncia e presenca de silicio entre os tratamentos. E

letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas na comparacao de auséncia e presenca
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de silicio no mesmo tratamento. As colunas rotuladas com letras diferentes foram significativamente

diferentes em p < 0,05 pelo teste de Tukey.

6. DISCUSSAO

A aplicacédo exdgena de Si vem sendo estudada em diversas culturas em relacao
a atenuacao e tolerancia das plantas frente a estresses bioticos e biéticos. Na cana-
de-acucar, o seu efeito benéfico ja foi discutido por diversos autores quanto a sua
importancia para a cultura nos periodos de seca e deficiéncia hidrica prolongados
(Bezerra et al., 2019; de Camargo et al., 2017; Teixeira et al., 2021b). Além disso,
diversos estudos vém demonstrando o papel do Si na reducéo dos efeitos deletérios
de doencas, como a Puccinia melanocephala (Camargo et al., 2013, 2020), Diatraea
saccharalis (Vilela et al., 2014) em cana-de-acUcar. A aplicacdo de Si em plantas de
cana-de-acgucar infectada com X. albilineans, foi eficiente na redug&o do contetdo de
malondialdeido (MDA) e per6xido de hidrogénio, cuja resposta foi associada aos
horménios vegetais e genes ligados a vias metabdlicas (Hong et al., 2021). Apesar
dos estudos que demonstram a acao do silicio em situacdo de deficiéncia hidrica e
estresse biotico, ainda ndo se tem estudos que demonstrem a acdo do mesmo frente

a escaldadura da folha associada com a deficiéncia hidrica.
6.1Andlises fisioldgicas

Em relacdo a massa seca, apenas a cultivar SP80-3280 apresentou maior
massa quando pré-tratada com Si e exposta a condicao de estresses combinados.
Entretanto em relagcédo ao controle, as duas cultivares conseguiram manter a mesma
massa seca na comparacao estatistica. Os estresses abidtico e bidtico provocam uma
série de desafios para o organismo vegetal, em que o mesmo tem que ativar recursos
fisiolégicos e bioquimicos, como fechamento estomético, acumulo de osmdlitos
compativeis e um aumento da atividade do sistema de defesa, sendo que todas essas
acOes gastam energia e geram impactos no sistema como um todo, refletindo na
diminuicdo da biomassa da planta, como observado na cultivar SP78-4467, que
apesar de respostas bioquimicas efetivas apresentou menor massa seca. Entretanto,
o Si, como ja bem conhecido, pode auxiliar na manutencdo desses processos,

mantendo ou aumentando a massa da planta apesar das situagdes de estresse, como
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observado na cultivar SP80-3280 (Farooq et al., 2009; Pei et al., 2010; Ferreira et al.,
2017; Kim et al., 2017; Teodoro et al., 2015).

A cultivar SP80-3280 pré-tratada com Si demonstrou maior potencial hidrico na
condicao de estresse abibtico e na combinacao dos estresses, e a cultivar SP78-4467
na condi¢do dos estresses combinados. Uma estratégia utilizada pelas plantas frente
a deficiéncia hidrica para minimizar os danos no metabolismo € a manutencdo de um
maior status hidrico por meio de mudancas no potencial hidrico (Kim et al., 2017). O
Si ja demonstrou sua acdo em condicbes de deficiéncia hidrica, aumentando ou
mantendo o potencial hidrico, pois uma das ac¢des do Si € formar uma camada na
epiderme, gerando uma barreira fisica que auxilia na manutencéo do volume de agua
na folha, principalmente em plantas acumuladoras de Si como a cana-de-acucar
(Mitani et al., 2009).

A eficiéncia quantica do fotossistema Il (PSIl) (Fv/Fm) € uma parametro que
nos dé& indicios que a fotossintese esta efetiva (Stirbet e Govindjee, 2011; Verma et
al., 2020). Neste trabalho, as duas cultivares pre-tratadas com Si tiverem melhores
resultados frente aos dois estresses estudados, comprovando a efetividade do Si no

complexo sistema fotossintético.

6.2 Antioxidantes ndao enzimaticos

O Si elevou o teor de clorofila e carotendide na cultivar SP80-3280 na presenca
dos estresses bidticos e abidticos e na combinacdo dos mesmos. Para a cultivar
SP78-4467, o Si foi efetivo apenas para o carotenoide no estresse bibtico. Sabe-se
gue os carotenoides sdo responsaveis por filtrar a luz absorvida pelas plantas
protegendo as clorofilas, além disso sequestram o oxigénio singleto produzido nos
tilacoides, minimizando os danos ocasionados pelo acumulo do 'O2. a deficiéncia
hidrica gera um fechamento estomatico pra minimizar a perda de agua e
consequentemente uma diminuicdo da fotossintese, assim como degradacdo dos
pigmentos fotossintetizantes ocasionado pelo estresse oxidativo, desta forma a
manutencao do aparato fotossintético € de suma importancia para o desenvolvimento
da planta, sendo favorecido pelo Si principalmente na cultivar SP80-3280, como
demonstrado nesse estudo e diversos outros na literatura (Gong et al., 2005; Zhang

et al., 2013; Pilon et al., 2014). A X. albilineans tem como caracteristica a presencga da
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toxicina albicidina que inibe a replicacdo do DNA do cloroplasto e inibe a diferenciacéo
do cloroplasto, causando clorose nas folhas. Entdo a preservacdo e aumento da
clorofila e dos carotenoides pelo Si, que foi encontrado neste estudo, € uma fungéo
extremamente importante frente a esse estresse bidtico (Hashimi et al., 2007; Pieretti
et al., 2015).

A prolina teve um aumento em sua concentracdo apenas em plantas da cultivar
SP80-3280 pré-tratadas com Si, em situacbes em que a deficiéncia hidrica esteve
presente (tratamento de deficiéncia hidrica e bacteria+deficiéncia hidrica). Sabe-se
gue durante a deficiéncia hidrica, as plantas acumulam osmolitos compativeis, como
a prolina, para auxiliar no ajuste osmoético e no estado hidrico vegetal (Farooq et
al., 2009; Ibrahim et al ., 2020) e também tem a funcdo de auxiliar a atividade
enzimatica e eliminar ERO, melhorando o sistema de defesa da planta em cana de
acucar, como demonstrado em trabalhos (Szabados e Savouré, 2010; Molinari et al.,
2007; Wahid e Close, 2007).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios e desempenham importante
papel como antioxidante ndo enzimatico, auxiliando no sistema de defesa da planta e
na eliminacdo de ERO (Tsimogiannis e Oreopoulou, 2019; Das e
Roychoudhury, 2014). Neste estudo, os compostos fendlicos foram mais elevados
com a aplicacédo de Si apenas na cultivar SP78-4467 quando submetida a deficiéncia
hidrica, dados estes corroborados por diversos trabalhos que demonstram a acéo do
Si no aumento dos fendis em condi¢do de deficiéncia hidrica (Ghasemi et al., 2022;
Hidalgo-Santiago et al., 2021; Teixeira et al. 2022).

6.3 Antioxidantes enzimaticos

O envolvimento do Si no metabolismo oxidativo em plantas sob condicGes
estressantes, com consequente reducdo da persisténcia da doenca, ja foi
demonstrado em diferentes trabalhos (Debona et al., 2014; Domiciano et al., 2015;
Han et al., 2016; Yang et al., 2017). Entretanto, 0 modo como o Si atua nas defesas
antioxidantes da planta em condicao de estresse por deficiéncia hidrica e escaldadura
da cana, causada por X. albilineans, ainda permanece incipiente na literatura.

Plantas expostas a estresses bibtico e abibdticos podem ter um aumento na
producdo de ERO, podendo gerar o estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode ser

altamente reativo no organismo, sendo capaz de provocar diversos maleficios, desde
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ataques aos lipideos, proteinas até o DNA (Barreiros, et al., 2006). Sabe-se que a
peroxidacdo lipidica das membranas é um fator chave para indicar o estresse
oxidativo no organismo, ja que gera subprodutos, como o MDA, que é utilizado como
indicador da peroxidagdo dos lipideos (Dewir et al., 2006). Para que ndo ocorra o
acumulo de ERO, o organismo é constituido de um sistema de defesa que pode ser
enzimatico, como a SOD, APX e GR, que fazem a quebra das ERO, gerando
moléculas menos danosas ao sistema. Portanto quantificar esse sistema enzimatico
€ capaz de avaliar a condi¢do da planta e sua capacidade de responder a condi¢des
adversas (Sakihama et al., 2002; (Long; Naidu, 2003).

Neste estudo, foi quantificado o MDA, para fins de avaliacdo do estresse das
cultivares, sendo demonstrado que a cultivar resistente (SP80-3280), obteve menores
variacdes de MDA, quando comparada a presenca e auséncia de silicio. Ja a cultivar
susceptivel (SP78-4467), foi mais influenciada pela presenca de silicio, apresentando
um menor contetdo de MDA frente ao estresse bidtico e abibtico, podendo demonstrar
o potencial de atenuar os danos ocasionados pela combinacdo entre a deficiéncia
hidrica e a escaldadura da folha para essa cultivar, por auxiliar o sistema de defesa a
eliminar as ERO produzidas no organismo e reduzir a superproducao das ERO e com
iISSO 0 estresse oxidativo.

A SOD ¢ a primeira linha de defesa frente as espécies reativas de oxigénio,
através da dismutacao do Oz, gerando H202 e Oz, controlando a superproducédo de
H202 no cloroplasto, citosol, peroxissomos e mitocondrias (Caverzan, 2008; Silveira
et al., 2010). Por outro lado, a produgdo de H202 pode ser a primeira forma de
sinalizacao de estresse nas plantas e esta relacionado com a transducédo de sinais
para ativar diversas vias relacionadas a resisténcia ao estresse e, portanto, sua
ativacdo ocorre logo nos primeiros momentos do estresse aplicado nas plantas
(Choudhurry et al., 2014; Peters et al., 2017; Huang et al., 2019). Mesmo em condi¢éo
de estresse, ndo foi possivel observar diferenca entre os tratamentos no presente
trabalho, uma hipotese para explicar esses resultados € a de que o experimento pode
ter sido avaliado em estagios mais tardios sugerindo que o Oz ja ndo apresenta uma
variacdo no sistema, devido a converséo para peroxido ter ocorrido nos momentos
iniciais do estresse aplicado.Com a agao da SOD ocorre a producéo de peroxido de

hidrogénio, desta forma € necessaria a acdo das peroxidases para que nao aja a
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formacéo da hidroxila e uma superproducdo de ERO (Sakihama et al., 2002; (Long;
Naidu, 2003).

A enzima APX teve um aumento em sua atividade em plantas da cultivar SP80-
3280 pre-tratadas com Si em todos os tratamentos, contrariamente ao observado para
a cultivar SP78-4467. A APX é uma peroxidase que tem uma grande afinidade pelo
H202, fazendo com que ele possa ser eliminado mesmo quando estd em pequenas
guantidades e em condi¢gbes normais, na auséncia de estresse (Barbosa et al., 2014).
Os resultados da APX em plantas de arroz com o uso do Si para conter Pyricularia
oryzae foram semelhantes aos resultados encontrados para a cultivar SP78-4467, ndo
apresentando respostas efetivas contra os efeitos do estresse bidtico (Debona et al.,
2014). Entretanto, a vasta literatura se equipara aos resultados de SP80-3280, em
que o Si pode induzir aumento da atividade enziméatica da APX sob condicdes
estressantes (Domiciano et al., 2015; Resende et al., 2012; Zhu et al., 2004).

Por outro lado, a atividade da GSH-Px teve um aumento na presenca de Si
apenas no tratamento com bactéria na SP80-3280. Para a cultivar SP78-4467 houve
um aumento ndo s6 nas plantas pré-tratadas com Si e inoculadas com a bactéria,
como também nos dois estresses em conjunto. GSH-Px faz parte do ciclo AsA-GSH,
sendo dependente de GSH para reduzir o H202. Neste processo, ocorre a quebra do
peroxido em alcool, principalmente quando o H202 se encontra em pequenas porgoes,
ja que esta enzima possui uma grande afinidade pelo peréxido de hidrogénio, sendo
de suma importancia para o sistema de defesa (Halliwell and Gutteridge, 2015).

Outra enzima é a glutationa redutase, que utiliza o NADPH para reduzir a
glutationa oxidada (GSSG) a sua forma reduzida (GSH), removendo H202 em
diferentes componentes celulares (Gratéo et al., 2005). A GR e a GSH-Px s&o enzimas
que se completam para manter em equilibrio a relacdo entre GSH e GSSG no
organismo (Halliwell and Gutteridge, 2015). Na cultivar SP80-3280 a enzima GR teve
um aumento em relagdo ao controle nas plantas pré-tratadas com Si e inoculadas com
a bactéria e na cultivar SP78-4467 aumentou nos tratamentos com 0s estresses
bidtico e abidtico e aplicacdo de Si. Resultados similares também foram encontrados
em trigo submetidos a Pyricularia oryzae (Debona et al., 2014). Estes dados sao
contrarios ao trabalho de Domiciano et al. (2015), em que a aplicacdo de silicio em

folhas de arroz infectadas por Pyricularia oryzae ndo apresentou respostas efetivas
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para o controle do estresse. Estes fatos demonstram que a cultura estudada pode ser
um fator importante para a acdo do Si na atenuacao de um estresse bidtico.

GPOX teve uma maior atividade para a cultivar suscetivel a bactéria (SP78-
4467), principalmente para os tratamentos das plantas pré-tratadas com Si e
inoculadas com a bactéria e no tratamento da associacao dos dois estresses, quando
ha aplicacédo de Si. Este resultado néo foi visto para a cultivar resistente (SP80-3280).
A GPOX € uma peroxidase que utiliza como doador de elétrons o guaiacol, e faz a
reducdo do peroxido de hidrogénio na planta (Asada, 1999).

O Si induziu o aumento da atividade da maioria das enzimas analisadas em
resposta a doenca para ambas as cultivares. Entretanto, quando h& associacao entre
0s estresses, bidtico e abidtico, o Si demonstrou maior agdo em relagdo ao sistema
antioxidante enzimatico para a cultivar sensivel (SP78-4467). Uma hip6tese para a
diferenca de resposta entre as cultivares é que cultivares suscetiveis possuem
resposta menos eficientes quando infectadas por X. albilineans (Ntambo et al., 2019;
Meng et al., 2020) e assim, a aplicacao do Si foi importante para aumentar a atividade
das enzimas e melhorar a resposta de defesa da planta. Ja para cultivares resistentes,
estudos mostram uma resposta de defesa mais eficiente com a ativacéo de diferentes
vias de transducéo de sinal de hormoénios vegetais (auxina e etileno), do metabolismo
de glutationa e da biossintese de metabdlitos secundarios em plantas infectadas com
X. albilineans (Ntambo et al., 2019; Meng et al., 2020). E possivelmente, em funcao
destas respostas, as enzimas ja apresentam uma atividade expressiva dentro do
sistema, ndo alterando a eficicia de suas respostas mesmo com a aplicacdo do Si.
Fato este que pode ser corroborado com os resultados de MDA encontrados nesse
trabalho, em que mesmo as plantas que nao receberam Si, frente ao estresse biotico,
apresentaram menor contetdo de MDA em comparag¢do com as plantas controle,

demonstrando que a cultivar por si sO ja é responsiva aos estresses.
7. CONCLUSAO

A aplicacdo exdégena de Si atua na indugéo do sistema de defesa das plantas
de cana-de-aclUcar contra os efeitos do estresse ocasionado pela bactéria X.
albilineans e pela deficiéncia hidrica, sendo que para a cultivar resistente (SP80-3280)
as respostas foram mais efetivas para os antioxidantes ndo enzimaticos e analises

fisiologicas (carotenoides, prolina, potencial hidrico, fv/fm), refletindo no aumento da
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massa seca. Ja para a cultivar susceptivel (SP78-4467), o Si atuou no sistema de
defesa enzimético, ocasionando uma diminuicdo nos efeitos do estresse. Assim é
possivel concluir que o Si se mostra efetivo no controle da escaldadura, e do estresse

ocasionado pela mesma, na cultivar suscetivel de cana-de-acucar.
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