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ACIDO SALICILICO NA INDUCAO DE RESISTENCIA A ESCALDADURA EM
CANA-DE-ACUCAR EM CONDICOES DE DEFICIENCIA HIDRICA

RESUMO - A producéo brasileira de cana-de-aguUcar encontra-se estagnada
desde 2010 em funcgéo de problemas fitossanitarios. Uma das doencgas que afeta
substancialmente a cana-de- agUcar € conhecida como escaldadura da folha,
causada pela bactéria Xanthomonas albilineans. Atualmente, o Unico método de
controle efetivo € o uso de cultivares resistentes. Entretanto, este método é
passivel de erros. Por conta disso, a busca por meios alternativos de controle
torna-se de suma importancia, como a inducdo da resisténcia, e entre estes
indutores encontra-se o acido salicilico (AS). Assim, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a eficiéncia da aplicagédo do AS no controle da escaldadura
em duas cultivares de cana-de-agucar, sendo uma suscetivel a Xanthomonas
albilineans, cultivar SP78-4467, e a outra, considerada resistente a doenca,
cultivar SP80-3280. Diferentes concentracdes de AS (0 pmol L' e 72 ymol L")
foram aplicadas por um periodo de 90 dias, e em seguida as plantas foram
transplantadas para vasos maiores contendo solo. Apés um periodo de 30 dias,
as plantas foram inoculadas com a bactéria Xanthomonas albilineans, e apos 10
dias depois da inoculacéo foi realizada a deficiéncia hidrica até o CRA atingir
40%, em seguida as plantas foram coletadas para analises laboratoriais. Ambos
0S estresses causaram uma queda na concentracao de clorofila e carotenoides.
Os tratamentos que passaram por déficit hidrico apresentaram menor potencial
hidrico foliar, mas o AS promoveu um aumento nesse potencial na cultivar SP80-
3280, isto pois 0 AS esté relacionado com genes exclusivos de cultivares
resistentes a seca. O AS também causou um aumento na concentracdo da
prolina, e atividade da SOD, GPOX e GSH-Px em diferentes cultivares quando
as plantas foram inoculadas e sob deficiéncia hidrica. De modo geral, a aplicacdo
de AS promoveu atenuacdo nos danos causados pela bactéria, sendo a cultivar

susceptivel a mais responsiva a aplicagéo do AS.

Palavras-chaves: Acido salicilico, Inducdo de resisténcia, Resposta

antioxidante, Saccharum spp., Xanthomonas albilineans, Deficiéncia hidrica.
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SALICYLIC ACID IN THE INDUCTION OF LEAF SCALD RESISTANCE IN
SUGAR CANE IN WATER DEFICIENCY CONDITIONS

ABSTRACT -The Brazilian production of sugarcane has been stagnant since
2010 due to phytosanitary problems. One of the diseases that substantially
affects sugarcane is known as leaf scald caused by the bacterium Xanthomonas
albilineans. Currently, the only effective control method is the use of resistant
cultivars. However, this method is prone to error. Because of this, the search for
alternative means of control becomes important, such as the the use of elicitors
like salicylic acid (SA). Thus, the present work aimed to evaluate the efficiency of
the application of SA in the control of leaf scald in two sugar cane cultivars, SP78-
4467 (susceptible to Xanthomonas albilineans) and, SP80 -3280 (resistant to
Xanthomonas albilineans). Different concentrations of SA (0 ymol L™1 and 72
umol L") were used for a period of 90 days, and then the plants were
transplanted to larger pots containing soil. After a period of 30 days, the plants
were inoculated with the bacterium Xanthomonas albilineans, and 10 days after
inoculation, water deficit was performed until the CRA reached 40%, then the
plants were collected for laboratory analysis. Both stresses caused a drop in the
concentration of chlorophyll and carotenoids. The treatments that underwent
water deficit had lower leaf water potential, but SA promoted an increase in this
potential in cultivar SP80-3280, this because SA is related to genes exclusive to
drought-resistant cultivars. AS also caused an increase in proline concentration,
and SOD, GPOX and GSH-Px activity in different cultivars when plants were
inoculated and under water deficit. In overall results, SA promoted attenuation of
the damages caused by the bacteria, with the susceptible cultivar being the most

responsive to the application of SA.

Keywords: Antioxidant response, Resistance induction, Saccharum spp.,

Salicylic acid, Xanthomonas albilineans, Water deficiency.
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1 INTRODUCAO

O Saccharum spp., conhecido no Brasil popularmente como cana-de-
acucar é cultivado em diversas partes do mundo, tendo como principais
produtores o Brasil, india, China e Paquistdo, com producdo total,
respectivamente, de 757,1; 370,5; 108,1; 81 milhdes de toneladas no ano de
2020 (FAO, 2020).

Como apresentado pela FAO (2020), embora a producéo brasileira de
cana-de-agUcar seja alta, em torno de 750 milhdes de toneladas, ela encontra-
se estagnada, ndo ocorrendo aumento significativo na sua producédo desde
2010. Em funcdo disso, ha um grande esforco nas areas aplicadas para
promover solu¢des para os limitadores de produtividade, ou seja, fatores que
estdo impedindo este aumento na producdo, entre eles, os problemas
fitossanitarios.

Segundo Saumtally e Dookun-Saumtally (2004) uma das doencas que
afeta substancialmente a cana-de- acucar € conhecida como escaldadura da
folha, causada pela bactéria Xanthomonas albilineans, ao qual inibe o xilema.

O unico método de controle efetivo, além de medidas quarentenarias, € o
uso de cultivares resistentes ao patdogeno (Ricaud et al., 2012; Saumtally e
Dookun-Saumtally, 2004).

A Xanthomonas albilineans é uma bactéria que apresenta grande
diversidade genética, e € atualmente classificada em trés serovars (Zhang et al.,
2020). Essa variacdo genética permite que o patdgeno consiga quebrar a
resisténcia das cultivares efetivas contra a doenc¢a mais facilmente (Rott e Davis,
2000). Isso demonstra que a utilizagdo de cultivares resistente € uma medida
que pode nao ser efetiva, possibilitando, um surto repentino da doenca nos
canaviais brasileiros. Assim, a utilizacdo de cultivares resistentes para controle
da doenca acaba limitando o produtor, que €é for¢cado a escolher cultivares que
apresentam resisténcia a escaldadura da folha em detrimento a outras cultivares,
limitando o potencial de produtividade daquela area.

O ambiente € muito importante na interacdo entre doenca e planta, onde
suas mudancas podem afetar a ocorréncia da doencga nas plantas (Monteiro et
al., 2006).
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Por conta disso, a busca por meios alternativos de controle torna-se
importante, ndo somente para a escaldadura, mas para um grande numero de
doencas e pragas que acometem as culturas. Entre esses meios alternativos, a
inducéo de resisténcia tem se destacado tanto na cultura da cana-de-acglcar
(Amnaa et al., 2020, Ashwin et al., 2017) quanto para o arroz (Lu et al., 2020),
citrus (Wang et al., 2020), entre outras culturas.

A inducdo de resisténcia € um estado fisiologico onde a capacidade de
defesa natural da planta torna-se estimulada por uma variedade de estresses,
sejam estes bidticos ou abidticos (Choudhary et al., 2007, Romanazzi et al.,
2016).

O acido salicilico (AS) pertence ao um grupo diversificado de compostos
fendlicos nas plantas, normalmente definidos como substancias que possuem
anel aromatico contendo um grupo hidroxila ou seu derivado funcional, que pode
ser ativamente conjugado ou metabolizado, e também transportado rapidamente
do seu ponto inicial de aplicacdo para outros tecidos da planta (Popova et al.,
1997).

O AS é um importante mediador na resposta da planta a ataque de
patdgenos e pode ser considerado um indutor de resisténcia, com a primeira
evidéncia desta funcdo reportada por White (1979), onde plantas de tabaco
apresentaram maior resisténcia ao virus do mosaico do tabaco, reduzindo o
namero e tamanho das lesGes necrdticas. Recentes publicacdes tém
demonstrado que o uso do AS, de forma isolada ou em conjunto com outras
substancias, promove resisténcia as plantas atacadas por patdégenos, tanto para
aplicacao como pré-tratamento de sementes ou diretamente em plantas doentes
(Narasimhamurthy et al., 2019, Maity et al., 2018, Leiwakabessy et al., 2017,
Yuan et al., 2019, Shi et al., 2019, Chen et al., 2020, Zhou et al., 2018).

Diante dessas informacdes, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
efeito do uso de &cido salicilico (AS) no controle da doenca escaldadura da folha

através dos parametros fisioldgicos e bioquimicos analisados.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cana-de-agucar

A cana-de-acucar € uma monocotiledénea e membro da familia Poaceae.
Género que consiste de 6 a 37 espécies, a depender da interpretacdo
taxondmica, quais todos os membros sdo gramas altas, nativas de locais com
temperaturas quentes e regides tropicais. A cana-de-acUcar possui hastes
fibrosas e grossas que chegam de 2 a 6 metros de altura que armazenam acucar
(Viswanathan, 2021).

A cana-de-agucar é cultivada em diversas partes do mundo, tendo como
principais produtores o Brasil, india, China e Paquistdo, com producéo total
de757,1; 370,5; 108,1; 81 milhdes de toneladas, respectivamente (FAO, 2020).
No Brasil, a area produzida de cana-de-aclcar na safra 2020/21 foi de mais de
8,6 milhdes de hectares (Conab, 2022). A cana-de-agucar é a fonte primaria de
manufatura de cristais de acgucar, uma commodity predominante na industria
alimenticia no globo todo. Além do acucar, a cana-de-acucar ainda é fonte de
producdo de etanol e cogeracdo de energia, além de outros produtos
secundarios (Sundar et al., 2015).

Para manter altos niveis de produtividade, as cultivares desenvolvidas
para o Brasil precisam além de ter alta producao e ter altos teores de acucar,
atender varios outros critérios, como adaptacdo a variacbes ambientais, como
solo, clima e época de colheita, e principalmente, possuir resisténcia a pragas,
doencas e a seca (Ullah et al., 2020).

Esta grande exigéncia para as cultivares ocorre em funcado do método de
controle efetivo estar associado apenas a geracdo de cultivares resistentes. Esta
limitagdo, por sua vez acaba resultando na eliminacdo de cultivares com alto
potencial produtivo em programas de selecéo de cultivar devido a suscetibilidade
a doencas. Na Australia, por exemplo, foi reportado que cerca de 20% das
cultivares com alto potencial sdo descartadas devido a doenca escaldadura da

folha, causada pela bactéria Xanthomonas albilineans (Umer et al., 2021).



2.2 Xanthomonas albilineans

Xanthomonas albilineans é uma bactéria representante do género
Xanthomonas, género esse que é exclusivamente composto por bactérias gram-
negativas que causam danos a varias culturas de interesse agronémico, tanto
monocotiledéneas, como arroz, cana-de-acUcar ou banana, quanto
dicotiledGneas, como citrus, feijao e tomate (Pieretti et al., 2015).

Embora seja pertencente ao género Xanthomonas, a Xanthomonas
albilineans €é considerada uma Xanthomonas atipica devido a algumas
caracteristicas diferentes, como a falta de producdo de goma xantana in vitro,
crescimento relativamente lento em meio de cultura e a producao da fitotoxina
albicidina. Devido a essas diferencas ja foi sugerido que a bactéria fosse
atribuida a um género diferente, mas na atualidade esta bactéria ainda €&
pertencente ao género Xanthomonas (Cervantes-Romero et al., 2021; Pieretti et
al., 2015).

A Xanthomonas albilineans € uma bactéria inibidora de xilema e
causadora de uma das principais doencas da cana-de-acucar, conhecida como

escaldadura da folha (Saumtally e Dookun-Saumtally, 2004).

2.3 Escaldadura da folha na cana-de-acucar

Os sintomas da escaldadura da folha em cana-de-acUcar séo divididos
em trés categorias: sintomas crénicos, agudos e laténcia, e sua severidade esta
associada com a agressividade do patdgeno, condi¢cdes ambientais e nivel de
resisténcia da cultivar da cultura (Silva et al., 2007). Os sintomas da forma
cronica sdo o de estrias brancas longitudinais, que variam de largura, se
estendendo por todo limbo foliar e descendo pela bainha, as vezes também pode
ser notado em colmos maduros o inicio de brotacdo de gemas basais (Ricaud et
al., 2012).

Ja a fase aguda, s6 ocorre em situacdes ambientais desfavoraveis a
planta, como por exemplo em periodos de seca e em cultivares suscetiveis,

apresentando os sintomas de queima das folhas, brotacdo lateral iniciando na
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base da planta e grande nimero de morte de plantas no campo. Essa fase é
subita e pode ocorrer sem o aparecimento dos sintomas da fase crénica (CTC,
2018; Rott e Davis, 2000).

Na fase de laténcia, por sua vez, as plantas toleram a presenca da
bactéria por varias semanas sem apresentar nenhum sintoma (Rott e Davis,
2000). Essa fase apresenta grande importancia, pois, possibilita a dispersao da
bactéria para plantas e areas anteriormente ndo contaminadas, principalmente
através de instrumentos de cortes, como facfes e colhedoras contaminadas.
(Ricaud et al., 2012).

O sintoma caracteristico e o que d4 o nome a doenca (estrias
longituginais) € causado pela fitotoxina albicidina produzida pela bactéria no
xilema da planta. A albicidina € uma girase potente que bloqueia a diferenciacdo
de cloroplastos, causando a morte das células do xilema, o que por sua vez
interrompe o fluxo de seiva que é ali transportado (Pieretti et al., 2015).

O controle da doenca em cana-de-acUcar é feito principalmente pelo
emprego de cultivares resistentes. Entretanto, esta ndo € uma medida definitiva
de controle, pois devido a variabilidade do patdégeno, a quebra de resisténcia ja
foi relatada em diversos paises, como Florida e Louisiana nos Estados Unidos
da América, em Guadalupe, na Republica Dominicana e em Mauritius no México,
causando grandes danos econdmicos aos produtores (Silva et al., 2007).

Além dos sintomas causados por doencas, um dos principais efeitos
maléficos que doencas podem causar em plantas é a superproducdo de

espécies reativas de oxigénio (ERO), que pode levar ao estresse oxidativo.

2.4 Deficiéncia hidrica

Para o crescimento, desenvolvimento e reproducdo das plantas é
necessario grandes quantidades de agua. As plantas passam periodicamente
por periodos de seca inesperados, além de um terco da area da terra possuir
clima arido ou semiarido (Fang e Xiong, 2015).

Os principais sintomas de déficit hidrico durante o periodo vegetativo em
plantas sdo uma menor altura de planta, diminuicdo na area, numero e seca das

folhas. A diminuicéo da altura da planta acontece principalmente pela queda na
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expansao celular, mitose prejudicada e maior taxa de queda de folhas. As folhas
geralmente adoptam uma menor area foliar, 0 que resulta em uma menor taxa
de fotossintese e produtividade da planta. Mas diferentes plantas podem
apresentar diferentes respostas ao déficit hidrico, como a cana-de-agucar, que
demonstra uma maior elongacéo de suas folhas (Yang et al., 2021).

Com a queda da disponibilidade de agua, geralmente a planta é
submetido ao fechamento dos estématos para prevenir maior perda de agua,
limitando o dioxido de carbono disponivel para a fixacdo pela fotossintese.
Causando uma diminuicdo na eficiéncia quantica e o excesso de energia
excitada nos centros de reacgdes fotossintéticos. Nesta situacdo € realizada a
producado do radical O2-. O aumento de O2- pode levar a peroxidacado lipidica,
saturacdo dos acidos graxos e danos na membrana (Kalefetoglu e Ekmekci,
2005).

2.5 Estresse oxidativo

Sao conhecidas como espécies reativas de oxigénio (ERO) as moléculas
produzidas no caminho metabdlico de transformacao do oxigénio molecular (O2)
a agua (H20), com caracteristicas de serem transitorias e altamente reativas,
ocorrendo principalmente nas mitocondrias, peroxissomos e cloroplastos. A
cadeia de transporte de elétrons transfere elétrons com energia suficiente para
reduzir o oxigénio molecular em agua, e durante este processo, cerca de 0,2 a
2% do oxigénio molecular é parcialmente reduzido, gerando as espécies reativas
de oxigénio. ERO podem se apresentar tanto como um radical livre quanto na
forma molecular de um néo radical. Elas sdo geradas como resultado de
excitacdo, formando oxigénio singleto (*0O2), adices de elétrons ao Oz,
causando sua reducdo ao superoxido (Oz™), radical hidroperoxila (HOz2%) ou
peréxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH) (Baldo et al., 2011;
Barbosa et al., 2014; Yaqoob et al., 2022).

As plantas desenvolveram estratégias de combate as ERO, por meios de
sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, evitando suas formagoes,
sequestrando-as ou promovendo suas degradacdes. Entretanto, este equilibrio
pode ser alterado quando a planta passa por estresses bioticos ou abioticos,

gerando um aumento significativo na geracao de ERO, ocasionando o estresse
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oxidativo (Barbosa et al., 2014). Em estado de estresse oxidativo, as ERO
causam oxidacao de proteinas, peroxidacdo de lipidios, dano a acido nucleicos
e ativacao da morte celular programada (Sharma et al., 2012).

A oxidacdo de proteinas é causada em um processo metabodlico que
degrada proteinas danificadas para promover a sintese de novas proteinas. A
peroxidacdo de lipidios, por sua vez, acontece por que o ataque de agentes
oxidantes torna as ligacdes de acido graxo poliinsaturado mais fracas, como
consequéncia, o hidrogénio torna-se mais propenso a ser sequestrado. A
membrana das células € formada por altas quantidades de &cido graxo
poliinsaturado, tornando-a suscetivel ao atague oxidativo. Quanto aos danos aos
acidos nucleicos, as ERO causam modificacbes de base, oxidacdo de
desoxirribose, alteragdes mutagénicas, entre outras (Bandyopadhyay et al.,
1999). Estes danos quando em grandes quantidades acabam gerando a
ativacdo da morte celular programada, como uma forma de defesa do individuo
para evitar que os danos se espalhem para outras células adjacentes.

A ERO superoxido (O27) € moderadamente reativo e impermeavel a
membrana, ou seja, ndo é capaz de atravessar membranas biolégicas. O
superoéxido é rapidamente catalizado pela enzima superdxido dismutase (SOD)
ou ascorbato peroxidase (APX) no relativamente mais estavel peroxido de
hidrogénio (H202) (Blokhina e Fagerstedt, 2010).

O peroxido de hidrogénio (H2032), diferentemente do superéxido, € uma
ERO com capacidade de atravessar membranas celulares devido ao seu
pequeno tamanho, além disso, o H202 € moderadamente reativo e possui uma
meia vida longa. Com estas caracteristicas o peréxido de hidrogénio possui a
capacidade de difundir os danos para células vizinhas. Embora seja
moderadamente reativo, sua grande problemética € a sua participacdo na
formacao do radical hidroxila (OH*) na reacdo de Fenton catalisada por ions de
metais de transi¢céo (Barbosa et al., 2014; Blokhina e Fagerstedt, 2010).

O radical hidroxila (OH®) possui um unico elétron desemparelhado é
considerado 0 mais reativo pois possui capacidade de reagir com todas as
biomoléculas, como lipidios, proteinas e &cidos nucleicos. As células nao
possuem um método de defesa enzimética para a eliminacdo de OH*, o que em

grandes concentracdes resulta em um grande estresse para a célula, levando a
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sua morte. Devido a sua baixa meia vida, o ponto de acéo do radical hidroxila &
préximo ao seu ponto de formacgéo. A oxidacdo organica causada pelo radical
hidroxila pode acontecer de duas formas, pela adicdo de OH® a molécula
organica ou pela subtracdo de um atomo de hidrogénio (Sharma et al., 2012;
Yaqoob et al., 2022).

O sistema de defesa da planta para controle das ERO pode ser dividido
em duas categorias, o0 sistema de defesa ndo enzimatico, que contem como
agentes o0 ascorbato, glutationa, carotenoides, tocoferol e compostos fendlicos,
e o sistema de defesa enzimatico, contendo a superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), guaiacol peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase (APX), entre
outros (Sharma et al., 2012).

A superoxido dismutase (SOD) € a primeira enzima a agir no sistema
antioxidante, uma metaloproteina que € encontrada tanto em organismos
procarioticos e eucariéticos. A biossintese de SOD é principalmente controlada
pelo seu substrato, o radical livre superoxido (O2™), onde ha trabalhos que
reportaram o aumento da quantidade de SOD de acordo com o aumento do
superoxido na planta. A acdo da SOD acontece de forma espontanea e nela a
enzima usa duas moléculas de O2" e duas moléculas de H*, gerando uma

molécula de H202 e outra de Oz (Bandyopadhyay et al., 1999).

O pero6xido de hidrogénio (H2032) intracelular € controlado pela célula por
uma gama de enzimas, mas as mais importantes sdo a catalase e as
peroxidases. A catalase age ao converter duas moléculas de H202 em duas
moléculas de H20 e oxigénio molecular. Como a CAT age sem agente redutor,
ela proporciona para as plantas uma forma energeticamente eficiente de eliminar
o peroxido de hidrogénio e € efetiva principalmente quando ha a presenca de
altas quantidades de H20:.

Ha uma grande gama de peroxidases que s&o ativas no sistema
antioxidante das plantas, cada uma com sua peculiaridade e especialidade,
como por exemplo a APX, que € uma heme-proteina que necessita do acido
ascorbico como redutor, age nos cloroplastos e mitocdndrias no ciclo ascorbato-
glutationa, onde o H202formado pela agéo da SOD é reduzido pela APX. A GPX,
por sua vez age oxidando doadores de elétrons aromaticos, como guaiacol, ao

custo de peroxido de hidrogénio e € encontrada principalmente em vacuolos,
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paredes celulares e citosol (Barbosa et al., 2014; Blokhina e Fagerstedt, 2010;
Sharma et al., 2012). A guaiacol peroxidase (GPOX) é também conhecida como
uma das enzimas do “estresse”, ela decompde acido indolacético e tem a fungao
de biossintese de etileno, lignina e age como defesa contra estresses biéticos
ao consumir H202, mas sua atividade pode variar de acordo com as condi¢des

de estresse e a espécie da planta (Ardeleanat al., 2014).

2.6 Papel do acido salicilico na inducgéo de resisténcia

As plantas desenvolveram uma forma efetiva de se defender de
patdgenos através de defesas constitutivas e induzidas. Defesas constitutivas
séo barreiras previamente formadas, também conhecidas como defesa passiva,
caracterizadas por alta expressdo de proteinas relacionadas com a
patogenicidade (Proteinas PR) e fitoalexinas durante a interacdo patégeno-
hospedeiro. As defesas induzidas constituem de duas formas, resisténcia
sistémica induzida (ISR — Induced systemic resistence) e resisténcia sistémica
adquirida (SAR — Systemic Acquired Resistence). SAR é uma caracteristica
Gnica das plantas, onde o potencial natural defensivo da planta € aumentado
através de estimulos externos. A ativacdo de SAR é mediada com o sinal da
molécula acido salicilico e associada com acumulagdo de proteinas PR tanto
local quanto sistematicamente (Sundar et al., 2015).

O acido salicilico (AS) pertence ao um grupo diversificado de compostos
fendlicos nas plantas, normalmente definidos como substancias que possuem
anel aromatico contendo um grupo hidroxila ou seu derivado funcional, que pode
ser ativamente conjugado ou metabolizado, e também transportado rapidamente
do seu ponto inicial de aplicacdo para outros tecidos da planta (Popova et al.,
1997). AS ¢é sintetizado no cloroplasto via duas rotas separadas e
independentes,  phenylalanineammonia-lyase e  isochorismatesynthase
(Dempsey e Klessig, 2017).

O AS é um elicitor com papel de sinalizador em plantas, agindo
principalmente na defesa contra estresse bidtico, onde é transportado pelo
floema para as partes néo infectadas da planta, na forma de metilsalicilato
(Borsatti et al., 2015). O AS ativa a sintese de proteinas que degradam

polissacarideos estruturais da parede celular de fungos, essas proteinas sdo
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relacionadas a patogénese, com expressao das quitinases e 3-1,3-glucanases.
O AS também ativa a fenilalanina amoénia-liase, sendo essa uma enzima
importante entre 0 metabolismo primario e secundario de microrganismos
(Bertoncelli et al., 2015).

A primeira evidéncia desta funcao pelo AS foi reportada por White (1979),
onde plantas de tabaco apresentaram maior resisténcia ao virus do mosaico do
tabaco, reduzindo o numero e tamanho das lesbes necréticas. Recentes
publicacdes tém demonstrado que o uso do AS, de forma isolada ou em conjunto
com outras substéncias, promove resisténcia as plantas atacadas por
patdgenos, tanto para aplicacdo como pré-tratamento de sementes ou
diretamente em plantas doentes (Narasimhamurthy et al., 2019, Maity et al.,
2018, Leiwakabessy et al., 2017, Yuan et al., 2019, Shi et al., 2019, Chen et al.,
2020, Zhou et al., 2018).

3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV), Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Jaboticabal — SP,
em uma casa de vegetacdo com as coordenadas geograficas 21°14'46,68”S,
48°18'6,39”0 e 600 m de altitude. A regido possui o clima do tipo Aw, tropical
Uumido com estacdo chuvosa no verdo e seca no inverno, de acordo com a

Estacdo Agroclimatica da UNESP, campus de Jaboticabal.

3.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2x4, com sete repeticdes por tratamento, onde o primeiro fator foi o de
aplicacéo de &cido salicilico, onde um tratamento foi realizado a aplicagao de 72
umol L e outro 0 umol L. O segundo fator do experimento foi o de estresse
biético e abidtico. Onde o primeiro tratamento foi o de estresse bidtico
(inoculagéo por X. albilineans), o segundo tratamento foi o de estresse abidtico,
onde as plantas foram submetidas a deficiéncia hidrica, o terceiro tratamento foi
o de inoculagdo por X. albilineans em conjunto com a aplicagdo da deficiéncia

hidrica, por fim, o quarto tratamento foi o tratamento controle, onde as plantas
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ndo passaram por nenhuma condicdo de estresse bidtico ou abidtico. Estes
tratamentos foram realizados de formas separadas para dois genotipos
contrastantes de cana-de-acucar, sendo um resistente a X.albilineans, a cultivar
SP80-3280,e outro considerado suscetivel & doenca, denominado cultivar SP78-
4467 (a selecdo dos gendtipos foi baseada em sintomas e quantificacdo da

bactéria nos tecidos vegetais).

3.2 Conducdao do experimento

O experimento foi dividido em duas etapas: o cultivo de mudas pré-
brotadas de cana-de-acucar (MPB) em vasos de 5,0 dm3 preenchidos com areia
lavada que recebeu solucao nutritiva e o indutor de resisténcia (acido salicilico).
A segunda etapa foi o de transplante das mudas para vasos de 7,0 dm3 de solo,
onde receberam os tratamentos de estresse (deficiéncia hidrica e a bactéria
X.albilineans).

As estratégias utilizadas para aplicacdo de inducdo de resisténcia séo
muitas, e neste trabalho, a aplicacao foi realizada no momento da producgéo das
mudas pré brotadas (MPBSs), levando-se em consideracado a praticidade e baixo
custo que esta técnica promove para o produtor, o que permite que as mudas
sigam para 0 campo ja com a resisténcia induzida e evitando a necessidade da
aplicacdo dos indutores no campo, 0 que acabaria gerando grandes gastos
operacionais.

O uso de um substrato inerte (areia) para a producao das mudas MPB é
importante, pois evita qualquer problema com interferéncia de outros indutores
de resisténcia naturais do solo, como por exemplo o silicio (Si), que desempenha
funcdo de defesa na planta, combinando atributos fisicos e quimicos, como
inducéo de varias proteinas de defesa e lignificacdo da parede celular (Schultz,
2012). Além disso, a areia foi previamente lavada com agua destilada até a
matéria organica ser removida.

O tempo da primeira etapa do experimento (criacdo das MPBs) foi de 120
dias, onde as mudas passaram por um periodo de 30 dias de crescimento e 90
dias de aplicacéo do indutor de resisténcia.

As aplicagOes do indutor foram realizadas a cada seis dias, em conjunto

com a aplicacdo da solug&o nutritiva. Mas diferentemente da solucéo, o indutor
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foi aplicado nas folhas das canas, com o auxilio de um spray, onde na aplicacao
as plantas tinham toda a sua superficie foliar atingida pelo indutor. No tratamento
controle, a aplicacdo foi realizada a aplicacdo também via spray com agua
destilada.

A solucao nutritiva aplicada consistiu na de Hoagland e Arnon (1950), com
mudanca na fonte de ferro para Fe—EDDHMA, considerando o dobro da
concentracdo recomendada para a cana-de-acucar em solucdo nutritiva, de
acordo com a indicacao de Cavalcante et al. (2016). A concentragéo da solucdo
nutritiva foi mantida em 25% na primeira semana e apos, em 50% até o final do
experimento, para evitar a salinizacédo do solo.

Apos 120 dias, a segunda etapa do experimento foi iniciada, com duracéo
de aproximadamente 45 dias. E assim, as aplicacdes foram cessadas tanto de
solugéo nutritiva quanto a de AS.

No inicio desta etapa, as mudas de cana-de-acucar foram transplantadas
para vasos de 7,0 dm3 com solo. Solo este que foi analisado quanto a sua
fertilidade e granulometria, conforme descritas por Andrade et al. (2001), onde a
partir dos resultados, as aplicagdes de fertilizantes e corretivos foram estipuladas
neste solo, para elevar a saturacdo de base para 60%, e realizando a devida

mistura no solo e incubacé&o por um periodo de 30 dias.

3.3 Inoculacédo da bactéria

Um pré-inéculo de Xanthomonas albilineans obtido de uma colénia de
isolado Xal1 foi cultivado por 24 horas em meio liquido 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 patégeno foi transferido para tubos de 50mL e centrifugado por 5min
a 40°C e 400 g. O sobrenadante foi descartado e o patégeno suspendido
novamente em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) a 108 UFC/ mL (DO
= 0,3). A bactéria foi mantida em gelo até o momento da inoculagéao da planta.

Apos 145 dias de emergéncia das mudas, elas foram inoculadas com 100
pLda suspensédo de Xantomonas albilineans (OD=0.3, 108 CFU/mL, tampéao
fosfato salino, PBS) pelo método de decaptacdo (Rott et al., 1997; Brumbley et
al., 2004) e os tratamentos controles foram falso inoculadas com 100 uL de PBS.
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3.4 Deficiéncia hidrica

O tratamento de deficiéncia hidrica s6 ocorreul0 dias apds a inoculacao
da bactéria (155 DAE), onde foi retirada a irrigagdo das plantas até que o nivel
de CRA chegasse aos 40%. Esse valor de CRA foi definido através de um
experimento piloto realizado anteriormente

A determinacdo da CRA foi realizada com uso de lisimetros de pesagem.
Os valores de massa de cada lisimetro foram registrados por uma célula de
carga modelo GL 50 da empresa Alfa Instrumentos Eletronicos S.A com
capacidade de 50 kg e precisdo de 0,57 mm. As células de carga foram
conectadas ao sistema de aquisicdo 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 é energizado
por uma bateria de 12 V ligada a uma placa solar. Os dados armazenados foram
transferidos para um moédulo de memodria, utilizando-se como interface o
programa PC200W.

Os valores de armazenamento de agua disponivel no solo, capacidade de
campo e ponto de murcha permanente foram determinados anteriormente ao
transplantio das mudas para o solo. Havendo a saturacdo do solo com agua e
apos a drenagem cessada, o ciclo de secagem ocorreu até que a variacdo na
armazenagem de agua torne-se insignificante.

Apos a finaliza¢@o do tempo de submisséo de deficiéncia hidrica, as folhas
foram coletadas e congeladas imediatamente em nitrogénio liquido para analises

bioquimicas posteriores.

3.5 Teores de clorofilas e carotenoides

Discos das folhas foram retirados e mesurados sob condigcdo de
penumbra, em triplicata, onde foram colocados em acetona 80% e o extrato foi
transferido para tubos envoltos em papel aluminio e guardados em refrigeracéo
por 5 dias. A leitura da solucdo contendo os pigmentos foi realizada em
espectrofotdbmetro de mesa da marca Biochrom, nos seguintes comprimentos de
onda: Clorofila a em 663 nm; Clorofila  em 647 nm e Carotenoides (caroteno
[c]+ xantofilas [x]) em 470 nm (Lichtenthaler, 1987).
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3.6 Eficiéncia quantica do FSII

A eficiéncia do fotossistema foi estimada pela medicdo da fluorescéncia
da clorofila utilizando um fluorimetro de clorofila, da marca Opti-Sciences,
modelo OS-30p. As plantas foram deixadas no escuro durante 30 min antes da
excitacdo do pulso de luz vermelha de 1 s. Os seguintes parametros foram
obtidos: FO (fluorescéncia minima para excitacgdo da clorofila) e Fm
(fluorescéncia maxima para excitacao 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).

3.7 Potencial hidrico foliar

O potencial hidrico da folha foi avaliado imediatamente apds as coletas
das folhas em uma camara de pressao (modelo 1505F-EXP; SoilMoisture, Santa
Barbara, Califérnia) (Scholander et al. 1965).

3.8 Peroxidacao lipidica

Esta andlise foi estimada pelo contetdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS). Para demonstrar a peroxidacdo lipidica através da
deteccdo do composto aldeido, foi utilizada a anélise de malondialdeido (MDA).
A concentracdo dos equivalentes de MDA foi contabilizada usando um
coeficiente de extincdo de 1,55 x 10° micm, com leituras entre 535 e 600 nm

em espectrofotdbmetro de mesa da marca Biochrom.

3.9 Prolina

Para o teor de prolina, amostras do tecido vegetal foram colocadas em
acido sulfossalicilico a 3% e filtradas. O filtrado da mistura foi adicionado a 1 mL
de ninidrina e acido acético glacial e, colocado em agua fervente por 1 h.
Posteriormente, 4 mL de tolueno (4 mL) foi adicionado a mistura e a leitura
realizada em espectrofotometro de mesa da marca Biochrom a 520 nm. O teor

de prolina foi determinado como descrito por Bates (1972).
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3.10 Superoxido dismutase — SOD (EC 1.15.1.1)

A sua atividade foi determinada com o auxilio de um espectrofotémetro,
com a reacdo conduzida em uma camara de reacao iluminada por uma lampada
fluorescente de 15 W a 25°C. A mistura da reacao foi uma solugédo contendo 50
ul da amostra extraida em um meio de reacdo de 5 ml com tampéao fosfato de
so6dio,1 mM de NBT, 10 mM de EDTA, 50 mM de metionina e 0,1 mM de
riboflavina. A reacédo 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
formazana pela fotorreacdo do NBT. As leituras foram realizadas a 560 nm em

espectrofotdometro de mesa da marca Biochrom (Giannopolitis & Ries, 1977).

3.11 Guaiacol Peroxidase- GPOX (EC 1.11.1.)

A atividade da GPOX foi determinada segundo a descricdo de Gomes-
Junior et al. (2007), onde o meio da reacdo foi composto por 250 pl de tampéo
fosfato-citrato (fosfato de sddio dibasico 0,2 M: acido citrico 0,1 M) pH 5,0, 150
ul do extrato vegetal e 25 pl de guaiacol 0,5%, que foi agitada em vortex e
incubada a 30 ° C durante 15 min. O fim da reacéo foi realizado por arrefecimento
rapido num banho agua com gelo, seguido pela adi¢éo de 25 ul a 2% da solucao
de metabisulfureto de sédio. Por fim, a mistura foi mantida durante 10 min, e a
atividade determinada em espectrofotdmetro com leituras em absorbéancia a 450

nm.

3.12 Glutationa peroxidase-GSH-Px (EC 1.11.1.9)

A atividade da GPX foi determinada como descrito por Flohé e Cunzler
(1984), com algumas modificacdes. O extrato vegetal foi adicionado em uma
mistura contendo 550 pl de tampéo fosfato de potassio 100 mM, 100 pl de
glutationa redutase (0,24 U), 100 ul de glutationa reduzida 10 mM e 25ul de azida
sodica 1 mM. A reacéo foi iniciada apos a adi¢cao de 100 pl de NADPH 1,5 mM
e 100 pl de H202 1,5 mM a 340 nm. A reagao ocorreu a 37°C e foi monitorada
durante 5 minutos. A atividade enzimatica foi calculada usando o coeficiente de

extingdo molar de 6,22 mM*cm™.
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3.13 Forma de analise dos resultados

Os dados foram submetidos a analise 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).

4 RESULTADOS

4.1 Clorofila e Carotenoides

A clorofila na cultivar SP80-3280, como pode ser visto na Figura 1,
apresentou diferenca estatistica em plantas controle, onde a cana-de-acucar que
nao foi submetida ao AS apresentou maior concentracéo de clorofila que plantas
onde foi aplicado o AS. O mesmo tratamento também apresentou maior
concentracdo quando comparado com as plantas inoculadas e sob deficiéncia
hidrica. Na cultivar SP78-4467 plantas controle e plantas submetidas a
deficiéncia hidrica apresentaram maiores concentracdes de clorofila em plantas
nao submetidas a aplicagcdo de AS que plantas submetidas. Plantas controle
também apresentaram maior concentracdo que as plantas inoculadas e sob
deficiéncia hidrica, e ndo submetidas ao AS. Em plantas em que foi realizada a
aplicacao de AS é possivel notar maiores concentracdes em plantas controle e
que foram inoculadas com bactéria quando comparadas com plantas submetidas
a deficiéncia hidrica.
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Figura 1 Efeito da aplicacdo de duas concentracdes de acido salicilico (O pmol
L-1 e 72 pmol L-1) nos tratamentos Controle, Bactéria, Deficiéncia Hidrica e
Bactéria + Deficiéncia Hidrica na clorofila total em dois cultivares de cana-de-
acucar: cultivar SP80-3280 (A), considerado um cultivar resistente a doenca e
cultivar SP78-4467 (B), caracterizado como um cultivar susceptivel a doenca.
Letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica segundo o teste de
Tukey (p< 0,05) entre os tratamentos dentro do mesmo tratamento as e letras
minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre diferentes tratamentos.

Quanto aos carotenoides (Figura 2), plantas controle apresentaram maior
concentracdo que os demais tratamentos quando ndo submetidas ao tratamento
de AS na cultivar SP80-3280. Em plantas submetidas ao AS foi constatado maior
concentracdo em plantas controle quando comparadas com plantas inoculadas
pela bactéria. Na cultivar SP78-4467 plantas controle ndo submetidas ao AS
apresentaram maior concentracdo de carotenoides do que plantas inoculadas e
sob deficiéncia hidrica. O mesmo tratamento também apresentou maior
concentragdo que plantas controle sob o efeito de AS. Em plantas submetidas
ao AS o tratamento deficiéncia hidrica apresentou menor concentracdo que
plantas sob deficiéncia hidrica e inoculadas pela bactéria. Plantas inoculadas e
sob deficiéncia hidrica e com AS apresentaram maior concentracao de

carotenoides que o mesmo tratamento, mas sem a presenga do AS.
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Figura 2 Efeito da aplicacdo de duas concentracdes de acido salicilico (0
pumol L-1 e 72 umol L-1) nos tratamentos Controle, Bactéria, Deficiéncia Hidrica
e Bactéria + Deficiéncia Hidrica nos carotenoides em dois cultivares de cana-de-
acucar: cultivar SP80-3280 (A), considerado um cultivar resistente a doenca e
cultivar SP78-4467 (B), caracterizado como um cultivar susceptivel a doenca.
Letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica segundo o teste de
Tukey (p= 0,05) entre os tratamentos dentro do mesmo tratamento as e letras
minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre diferentes tratamentos.

4.2 Eficiéncia quantica do FSII

Para a eficiéncia quantica do FSII (Fv/Fm), como pode ser visto na Figura
3, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa em ambos 0s
cultivares para nenhum tratamento.
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Figura 3 Efeito da aplicacdo de duas concentracdes de acido salicilico (O pmol
L-1 e 72 ymol L-1) nos tratamentos Controle, Bactéria, Deficiéncia Hidrica e
Bactéria + Deficiéncia Hidrica na eficiéncia quantica do FSII (Fv/Fm) em dois
cultivares de cana-de-agucar: cultivar SP80-3280 (A), considerado um cultivar
resistente a doenca e cultivar SP78-4467 (B), caracterizado como um cultivar
susceptivel a doenca. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica
segundo o teste de Tukey (p< 0,05) entre os tratamentos dentro do mesmo
tratamento as e letras minusculas diferentes indicam diferenga estatistica entre
diferentes tratamentos.
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4.3 Potencial hidrico foliar
Quanto a analise de potencial hidrico foliar (Figura 4), na cultivar resistente a
bactéria foi encontrada menor potencial hidrico em plantas inoculadas e
submetidas a deficiéncia hidrica e sem aplicagdo do AS quando comparada aos
demais tratamentos. Em plantas submetidas ao AS, plantas inoculadas e sob
deficiéncia hidrica apresentaram menor potencial hidrico que plantas inoculadas.
O tratamento deficiéncia hidrica também apresentou menor potencial hidrico
guando ndo submetidas ao AS quando comparado com 0 mesmo tratamento,
mas submetidas ao AS. Na cultivar SP78-4467, tanto plantas submetidas ao AS
guanto plantas ndo inoculadas apresentaram menor potencial hidrico foliar que

os demais tratamentos.
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Figura 4 Efeito da aplicacdo de duas concentracdes de acido salicilico (O pmol
L-1 e 72 pumol L-1) nos tratamentos Controle, Bactéria, Deficiéncia Hidrica e
Bactéria + Deficiéncia Hidrica no potencial hidrico foliar de dois cultivares de
cana-de-acucar: cultivar SP80-3280 (A), considerado um cultivar resistente a
doenca e cultivar SP78-4467 (B), caracterizado como um cultivar susceptivel a
doenca. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica segundo o
teste de Tukey (p< 0,05) entre os tratamentos dentro do mesmo tratamento as e
letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre diferentes
tratamentos.

4.4 Peroxidacéo lipidica
A cultivar SP80-3280 ndo apresentou diferenca estatistica para a analise

de MDA (Figura 5). Na cultivar ndo resistente a bactéria também né&o apresentou

diferenca estatistica entre os tratamentos.
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Figura 5 Efeito da aplicacdo de duas concentracdes de acido salicilico (O pmol
L-1 e 72 pumol L-1) nos tratamentos Controle, Bactéria, Deficiéncia Hidrica e
Bactéria + Deficiéncia Hidrica na peroxidacao lipidica em dois cultivares de cana-
de-acgucar: cultivar SP80-3280 (A), considerado um cultivar resistente a doenca
e cultivar SP78-4467 (B), caracterizado como um cultivar susceptivel a doenca.
Letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica segundo o teste de
Tukey (p= 0,05) entre os tratamentos dentro do mesmo tratamento as e letras
minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre diferentes tratamentos.

4.5 Prolina

Para a analise de prolina (Figura 6), ndo foi encontrada diferenca
significativa em nenhum tratamento na cultivar SP80-3280. Na cultivar néo
resistente a doenca, plantas submetidas ao tratamento com AS apresentaram
maior concentracdo de prolina quando inoculadas com a bactéria e sob
deficiéncia hidrica quando comparadas com o controle e plantas inoculadas.
Plantas inoculadas e sob deficiéncia hidrica também apresentaram maior
concentracéo de prolina quando submetidas ao AS quando comparadas com o

mesmo tratamento, mas sem a aplicagéo de AS.
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Figura 6 Efeito da aplicacdo de duas concentracdes de acido salicilico (0 pumol
L-1 e 72 pmol L-1) nos tratamentos Controle, Bactéria, Deficiéncia Hidrica e
Bactéria + Deficiéncia Hidrica na prolina em dois cultivares de cana-de-agucar:
cultivar SP80-3280 (A), considerado um cultivar resistente a doenca e cultivar
SP78-4467 (B), caracterizado como um cultivar susceptivel a doenca. Letras
maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica segundo o teste de Tukey
(ps 0,05) entre os tratamentos dentro do mesmo tratamento as e letras
minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre diferentes tratamentos.

4.6 Superoéxido dismutase

Quanto a analise de SOD (Figura 7) foi encontrado maiores atividades de
SOD em plantas controle quando comparadas com o tratamento bactéria e
deficiéncia hidrica em conjunto quando ndo submetidas ao AS na cultivar
resistente a doenca. Em plantas que foram submetidas ao AS foi encontrado
maior atividade em plantas inoculadas e sob deficiéncia hidrica quando
comparado com o tratamento deficiéncia hidrica. Plantas inoculadas e sob
deficiéncia hidrica e submetidas ao AS apresentaram maior atividade da enzima
gue plantas submetidas aos mesmos estresses, mas ndo expostas ao AS. Na
cultivar SP78-4467 foi encontrada diferenca somente em plantas controle, onde
plantas submetidas ao AS apresentaram maior atividade de SOD que plantas

gue néo submetidas.
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Figura 7 Efeito da aplicacdo de duas concentracdes de acido salicilico (0 pumol
L-1 e 72 pmol L-1) nos tratamentos Controle, Bactéria, Deficiéncia Hidrica e
Bactéria + Deficiéncia Hidrica na superoxido dismutase (SOD) em dois cultivares
de cana-de-acucar: cultivar SP80-3280 (A), considerado um cultivar resistente a
doenca e cultivar SP78-4467 (B), caracterizado como um cultivar susceptivel a
doenca. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica segundo o
teste de Tukey (p< 0,05) entre os tratamentos dentro do mesmo tratamento as e
letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre diferentes

tfratamentos.

4.7 Guaiacol Peroxidase

N&o foi encontrada diferenca estatistica entre tratamentos para cultivar
SP80-3280 na analise de GPOX (Figura 8). Para a cultivar ndo resistente foi
encontrado diferenca somente entre o tratamento controle e o tratamento
bactéria e deficiéncia hidrica, onde em ambos os tratamentos as plantas que
foram submetidas ao AS apresentaram maior atividade de GPOX que plantas

gue nédo foram submetidas.
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Figura 8 Efeito da aplicacdo de duas concentracdes de acido salicilico (0 pumol
L-1 e 72 pmol L-1) nos tratamentos Controle, Bactéria, Deficiéncia Hidrica e
Bactéria + Deficiéncia Hidrica no guaiacol peroxidase (GPOX) em dois cultivares
de cana-de-acucar: cultivar SP80-3280 (A), considerado um cultivar resistente a
doenca e cultivar SP78-4467 (B), caracterizado como um cultivar susceptivel a
doenca. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica segundo o
teste de Tukey (p< 0,05) entre os tratamentos dentro do mesmo tratamento as e
letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre diferentes

tfratamentos.

4.8 Glutationa peroxidase
Na andlise de GSH-Px (Figura 9) na cultivar resistente a doencga foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa em plantas inoculadas, apresentando
maior atividade da enzima que os demais tratamentos quando ndo submetidas
ao AS. Plantas submetidas ao tratamento de AS, inoculadas e sob deficiéncia
hidrica apresentaram maior atividade da enzima que os demais tratamentos.
Plantas que nédo foram realizadas as aplicacbes de AS apresentaram maior
atividade de GSH-Px que plantas que receberam AS e foram inoculadas. Por
outro lado, plantas inoculadas e sob deficiéncia hidrica, que passaram pelo
tratamento com AS apresentaram maior atividades que plantas que nao foram
submetidas ao AS. Na cultivar SP78-4467, por sua vez, ndo foi encontrada

diferenca estatistica entre nenhum tratamento.
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Figura 9 Efeito da aplicacdo de duas concentracdes de acido salicilico (0 pumol
L-1 e 72 ymol L-1) nos tratamentos Controle, Bactéria, Deficiéncia Hidrica e
Bactéria + Deficiéncia Hidrica na glutationa peroxidase (GSH-Px) em dois
cultivares de cana-de-acucar: cultivar SP80-3280 (A), considerado um cultivar
resistente a doenca e cultivar SP78-4467 (B), caracterizado como um cultivar
susceptivel a doenca. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica
segundo o teste de Tukey (p< 0,05) entre os tratamentos dentro do mesmo
tratamento as e letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre

diferentes tratamentos.

5 DISCUSSAO

A deficiéncia hidrica € considerada o fator abiotico mais limitante no cultivo
da cana-de-acucar, impactando na produtividade até em épocas chuvosas,
devido a periodos de seca no verdo. A deficiéncia hidrica foi uma das
responsaveis por perdas progressivas na producdo de cana-de-acglcar na safra
20/21, resultando em uma perda estimada de 15% em 2021 (Contiliani et al.,
2022). A escaldadura da folha, por sua vez, causa grande dano econbémico
devido as grandes perdas na produtividade e qualidade do caldo que ela causa,
sendo considerada um problema em mais de 65 paises tropicais. Em cultivares
susceptiveis a produtividade pode ser reduzida em mais que 40% e a quantidade
de acgucar em até 20% (Hechavarria et al., 2022). As condi¢cdes meteorologicas
séo os fatores que mais afetam a ocorréncia da doenga nas plantas, além de ser
o fator que apresenta maior variabilidade temporal. Portanto, 0 ambiente é um
componente muito relevante na interacao entre patdgeno-hospedeiro (Monteiro
et al., 2006).

Os pigmentos fotossintéticos (clorofila e carotenoides) sdo estruturas

quimicas facilmente degradaveis e instaveis. A determinagéo dos teores destes
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pigmentos é extremamente importante para, em funcdo de diferentes fatores,
compreender a resposta fisiologica das plantas (Thiesen et al.,, 2017). Os
resultados neste trabalho demonstraram que a doenca e a deficiéncia hidrica
causaram a diminuicdo dos pigmentos fotossintéticos nas plantas de cana-de-
acucar. A bactéria Xanthomonas albilineans € responsavel pela producédo da
fitotoxina albicidina, uma girase que bloqueia a diferenciacdo de cloroplastos
(Pieretti et al., 2015). A degradacéo destes pigmentos foi um indicador rapido da
resposta de plantas a deficiéncia hidrica em folhas de cana-de-agucar, onde esta
degradacédo ocorre principalmente pelo efeito de espécies reativas de oxigénio

(Suriyan & Chalermpol, 2009; Leanasawat et al., 2022).

O AS também causou uma queda significativa na concentracao destes
pigmentos no tratamento controle, o que pode estar relacionado ao que foi
reportado por Canakci e Munzuroglu (2009), onde altas concentra¢des do indutor
de resisténcia causaram efeitos deletérios nas células das plantas. Na cultivar
SP78-4467 o AS obteve um resultado positivo na concentracao de carotenoides
em plantas inoculadas e sob deficiéncia hidrica, indicando que neste caso ele foi
efetivo como um indutor de resisténcia. A fotossintese € parte importante do
crescimento vegetal e seu metabolismo, sendo extremamente sensivel a
estresses bidticos e abidticos. Ataques por patdbgenos geralmente causam
diferencas drasticas no aparato fotossintético das culturas, o que pode ser
averiguado através da fluorescéncia (Mantz et al., 2021). Fv/Fm é denominado
como rendimento quantico do FSIl, sendo a avaliagdo desse parametro util para
medir alteracbes na capacidade fotossintética de plantas sobre estresses,
valores baixos de Fv/Fm indicam plantas que estdo com sintomas de estresse
(Cruz et al., 2009). Embora houvesse diminuicdo na concentracdo dos
pigmentos fotossintéticos das plantas pelos tratamentos aplicados neste
trabalho, ndo foi alta o suficiente para diminuir a capacidade fotossintética da
cana-de-acucar, fato este que pode ser observado pela falta de diferenca

estatistica entre os tratamentos na analise de Fv/Fm neste trabalho.

Os tratamentos que foram submetidos ao déficit hidrico e a inoculagéo em
conjunto com a deficiéncia hidrica apresentaram, de maneira geral, menor

potencial hidrico foliar que os demais tratamentos em ambas as cultivares, o
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mesmo resultado também foi reportado por Leanasawat et al. (2022), onde
plantas de cana-de-acuUcar apresentaram menor potencial hidrico em plantas
submetidas a deficiéncia hidrica. A caracteristica de indutor de resisténcia do AS
é notado no tratamento deficiéncia hidrica na cultivar SP80-3280, causando um
maior potencial hidrico foliar, isto pode ocorrer devido ao AS estar relacionado a
expressao de genes encontrado exclusivamente em cultivares resistentes a seca
(Robiati Telles et al., 2019; Feng et al., 2022; Sun et al., 2022).

Quando o patdégeno danifica o aparato fotossintético € possivel que a
energia recebida pela absor¢éo da luz pela planta figue em excesso, causando
uma excitacdo nos pigmentos fotossintéticos, levando a producdo de ERO.
(Munné-Bosch et al., 2003). O MDA é um reconhecido indicador de dano celular
nas plantas causado pela peroxidacao lipidica (Heath e Packer, 1968). A falta de
diferenca estatisticamente significativa entre plantas controle e plantas
submetidas ao estresse pode ser atribuida ao pouco tempo em que as plantas
ficaram expostas aos fatores estressantes, onde em plantas de grande porte
como a cana-de-acguUcar, talvez fosse necessario mais tempo para que os fatores

causassem dano celular significativo na planta.

Durante estresses bidticos e abidticos a planta pode sintetizar o
aminoacido prolina, que pode agir como um osmdlito que acumula em tecidos
expostos ao estresse. E uma fonte de carbono e nitrogénio e da protecdo contra
a desnaturacéo proteica (Kog, 2022). Demonstrando como diferentes cultivares
podem responder de forma diferente aos mesmos estimulos, o efeito positivo do
AS ocorreu somente na cultivar ndo resistente a doenca e quando esta foi
inoculada e estava sob deficiéncia hidrica. Diversos estudos recentes ja
reportaram o aumento da atividade da prolina devido a aplicacdo de AS em
plantas submetidas a estresses bidticos ou abioticos (Damalas e Koutroubas,
2022; Lastochkina et al., 2022; Noori et al., 2022). Quanto a cultivar resistente a
bactéria, € possivel afirmar que nenhum dos fatores estressantes aplicados
neste trabalho foi capaz de ativar essa via de resposta da planta ao se observar

a falta de diferenca estatisticamente significante entre os tratamentos.

Os resultados mostraram que a aplicacéo de AS na cana-de-agUcar pode

aumentar a atividade do sistema de defesa antioxidante das plantas (SOD,
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GPOX, GSH-Px) em diferentes condi¢cdes. Novamente as plantas inoculadas e
sob a deficiéncia hidrica apresentaram um melhor efeito de inducdo de
resisténcia pelo AS, como pode ser visto na cultivar SP80-3280 na atividade da
superoxido dismutase (SOD) e na cultivar SP78-4467 no guaiacol peroxidase
(GPOX). Estudos recentes também reportaram o aumento da atividade de SOD
(Osei et al., 2022; Noori et al., 2022; Gonzalez-Villagra et al., 2022) e GPOX
(Alamer e Fayez, 2020) como resultado da aplicacdo de AS em diferentes
situacOes de estresses. A maior atividade das enzimas antioxidantes indica uma
intensificagdo na defesa antioxidante das plantas, sendo a SOD efetiva no
mecanismo de defesa primario da planta contra estresse oxidativo, convertendo
o superoxido (O2e-) para formas mais estaveis, como o H202 (Roy et al., 2016,
Afzal et al., 2014). Neste trabalho, quando ndo submetido ao AS, € possivel notar
uma queda da atividade da SOD quando comparamos o controle com plantas
inoculadas e sob deficiéncia hidrica, resultado corroborado por Noori et al.
(2022), onde plantas de Cuminum cyminum também apresentaram menor

atividade da enzima quando submetidas ao déficit hidrico.

Com o aumento da concentracdo de H202 nas plantas, sdo as
peroxidases, como a GPOX e a GSH-Px enzimas chave na defesa antioxidante,
atuando na degradacdo do H202. A GPOX, além de consumir o H202 na
presenca de um doador de hidrogénio e aceitador de elétron, ela também
decompde acido indolacetico e possui uma funcédo na biossintese de lignina e
etileno (Ardelean et al., 2014). A aplicacdo do AS demonstrou efetivo em sua
funcdo como indutor de resisténcia na cultivar SP78-4467, o que pode ser
comprovado ao se observar o aumento da atividade das enzimas SOD e GPOX
no tratamento controle, quando comparado com 0 mesmo tratamento, mas sem

a aplicacdo do AS.

A GSH-Px esta envolvida em varios papéis importantes, como
homeostase redox, sinalizacdo de ABA, cataliza¢do da redugédo de H202, além
da remocé&o de peroxidos lipidicos (Passaia et al., 2014, Racchi, 2013, Zhai et
al., 2013). Na cultivar SP80-3280 é possivel notar um aumento na atividade da
GSH-Px quando a planta é inoculada com a bactéria, mas sem estar submetida

ao AS. Segundo Janda et al. (2013), esta € uma resposta esperada pela planta
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como combate ao estresse oxidativo causado pela doenca. Quando submetido
ao AS, o mesmo tratamento apresentou uma grande queda na atividade desta
enzima, resultado este que também foi encontrado em plantas de cereja doce
pelos autores com aplicagéo de AS na concentragao de 2mM (Xu e Tian, 2008).
Também é possivel notar como o sistema de defesa antioxidante de diferentes
cultivares respondem de forma diferente a inoculacéo pela bactéria, deficiéncia
hidrica e a aplicacdo do AS, onde na cultivar resistente a doenca estes fatores
ndo ativaram a via de defesa antioxidante GPOX, e 0 mesmo também aconteceu

na enzima GSH-Px para a cultivar SP78-4467.

De maneira geral, é possivel afirmar que o AS demonstrou efeitos
positivos como um indutor de resisténcia na cana-de-aglcar, mas que cultivares

diferentes podem responder também de forma diferente ao indutor.

6 CONCLUSAO

De maneira geral, os resultados demonstram que a bactéria e a
deficiéncia hidrica provocam alteracdes e danos no metabolismo das plantas. O
AS causou a diminuicdo da concentracdao de pigmentos fotossintéticos quando
aplicado de forma isolada, mas em situagédo de estresse causou o0 aumento da
concentracdo de carotenoides, atividades da prolina e GPOX na -cultivar
susceptivel a doenca, e aumento do potencial hidrico foliar, atividade da SOD e
GSH-Px na cultivar resistente a doenca, resultando num aumento das respostas
antioxidantes enzimaticas da cana-de-agucar. Assim, € possivel concluir que o
AS tem potencial para ser utilizado como indutor de resisténcia na cana-de-
acucar inoculada e sob deficiéncia hidrica, sendo mais eficiente na cultivar

susceptivel a doenca.
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