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RESUMO

No semiarido da regido do Nordeste brasileiro onde ocorre frequentemente estresse
multiplo (déficit hidrico, salinidade, altas temperaturas e excesso de luminosidade), é
fundamental o desenvolvimento de estudos sobre interacdes fisiologicas e
bioguimicas para compreensdo do estado de equilibrio das plantas frente a
condicdes adversas. Como em toda cultura agricola, a produ¢édo da cana-de-acucar
é influenciada por um grande numero de fatores ambientais e, nesse cenario,
destaca-se a importancia da identificacdo de variedades tolerantes a flutuacdes
ambientais, visando o maximo desempenho das culturas. Portanto, na busca de
aprofundar e ampliar os conhecimentos sobre o metabolismo de tolerancia da cana-
de-acucar objetivou-se, neste trabalho, estudar a importancia do sistema
antioxidante na protecdo contra danos oxidativos induzidos por estresses isolados e
multiplos. Para tanto, foram realizados dois experimentos em diferentes condicfes
ambientais: um em ambiente natural de casa de vegetacao, caracterizando a Zona
da Mata, e outro em camara climética, sob condi¢cdes controladas semelhantes as
do semiarido. Nesses experimentos, plantas de seis genétipos (RB 966928, RB
98710, RB 855453, RB 99395, RB 867515 e RB 855156) procedentes de
micropropagacdo foram submetidos a avaliagdo da agdo combinada ou isolada da
salinidade, da suspenséo de rega e de elevada temperatura. Os estresses isolados
induziram um aumento na atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) que, nas variedades tolerantes, foram
eficientes no combate ao perdxido de hidrogénio (H20,) e a peroxidacgéo lipidica. O
estresse multiplo induziu, em variedades mais sensiveis, um incremento no teor de
malonaldeido (MDA) associado, na maioria das vezes, a uma menor atividade das
enzimas. Esses resultados indicam que a combinacdo dos estresses causa maiores
danos que podem, inclusive, inibir a agdo de enzimas. Destacou-se como tolerante a
RB 867515 que apresentou uma controlada sincronia entre a atividade enzimatica
na regulacdo e desintoxicacdo das ROS, produzidas na célula vegetal durante
situacOes de estresse ambiental, garantindo a manutencéo do teor relativo de agua
e, consequentemente, a manutencdo dos processos fisioldégicos e o crescimento da

planta.

Palavras-chave: Enzimas antioxidativas, estresse multiplo, Saccharum spp.
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ABSTRACT

The development of studies concerned with physiological and biochemical
interactions that allow plants to experience a new state of equilibrium when facing
adverse situations is essential in the Brazilian semiarid, where multiple stresses
(water deficit, seasonality, high temperatures and lightness) are frequent. As any
other field crop, the sugarcane production is influenced by a number of
environmental factors. Under this scenario, identifying varieties which are tolerant to
environmental fluctuations has a great importance, since it leads to a maximum crop
performance. Therefore, in order to improve knowledge about sugarcane metabolism
of tolerance, this work aimed to study the importance of the antioxidant system on
the protection against oxidative damages induced by isolated and multiple stresses.
Two experiments were performed under different environmental conditions: one of
them in a natural greenhouse environment that characterize an Atlantic Forest area
and the other in a climate chamber under controlled conditions that simulated the
semiarid region. For each experiment six genotypes (RB 966928, RB 98710, RB
855453, RB 99395, RB 867515 and RB 855156) coming from micropropagation were
evaluated to what concerns combined or isolated action of the salinity, watering
abortion and high temperature. The isolated stresses induced an increase in the
activity of the enzymes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) and ascorbato
peroxidase (APX) for the tolerant varieties, which were efficient in the combat of
hydrogen peroxide (H,O,) and peroxidation. Multiple stresses induced, in smoother
varieties, an increase in malondialdehyde (MDA) often associated to a lower
enzymatic activity. These results indicate that the combination of stresses cause
more damage, even leading to an inhibition in enzymatic action. RB 867515
highlights as a tolerant variety that presents a controlled synchrony between the
enzymatic activity for regulation and desintoxication of the ROS which are produced
on the plant cell during situations of environmental stress, assuring the maintenance
of the relative water content and the consequent maintenance of the physiological

processes and plant growth.

Key words: antioxidant enzymes, multiple stresses, Saccharum spp.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil é considerado o maior produtor mundial de cana-de-acgucar (Saccharum
spp.). A area plantada compreende 8,6 milhdes de hectares com estimativas da safra
para 2012/13 de 602 milhdes de toneladas (CONAB, 2012). O pais também se destaca no
setor sucroalcoleiro, sendo o principal a implantar um combustivel renovavel alternativo
ao petroleo (CARVALHO, 2012).

O aumento das temperaturas em decorréncia do aquecimento global tende a
provocar um grande impacto na agricultura. No Brasil, esse aumento das temperaturas
associado ao déficit hidrico, provoca perdas nas safras de varias culturas (DECONTO et
al., 2008). Outro fator preocupante e considerado limitante de producdo agricola € a
salinidade, que afeta principalmente regides semiaridas e é um dos mais disseminados
riscos ambientais (PITMAN; LAUCHLI, 2002).

Os estresses abioticos podem retardar o crescimento e o desenvolvimento, reduzir a
produtividade e, em casos extremos, levar a planta a morte (QUIANG et al., 2000). Apesar
de consideraveis avancos obtidos nesta area, a maioria dos estudos estd focada na
resposta da planta a um Unico estresse abiotico, sob condigBes controladas. Entretanto,
em condicBes ambientais naturais, frequentemente as plantas sdo submetidas a diversos
estresses, 0s quais, quase sempre, ocorrem simultaneamente (RIZHSKY et al., 2004).

Esses estresses ambientais podem provocar o estresse oxidativo, que pode ser
definido como um desequilibrio na relagédo entre a producdo de compostos antioxidantes
versus compostos oxidantes. A elevada producdo de espécies reativas de oxigénio
(Reactive Oxygen Species — ROS, em inglés) pode afetar a homeostase celular, pois
essas moléculas podem reagir com diversos metabdlitos, enzimas e acidos nucléicos
(CASSELLS; CURY, 2001), agravando os danos nos vegetais que se refletem, seja na
reducédo do crescimento, seja na produtividade.

Para evitar as consequéncias danosas do estresse, as plantas desenvolveram um
complexo mecanismo de defesa antioxidante que resulta na eliminacdo das ROS para
reajustar o equilibrio redox celular. O sistema antioxidativo & constituido por enzimas e
metabdlitos antioxidantes (DEWIR et al., 2006). A interacdo entre o controle do nivel das
ROS, o sistema de defesa e a sinalizacdo séo topicos que estdo sendo bastante
estudados na tolerancia das plantas ao estresse.

O entendimento desses processos fisiologicos e bioquimicos € necessario para que

seja possivel o desenvolvimento de novas variedades de cana-de-acucar, que
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apresentem resisténcia e adaptacdo a estresses provocados por fatores climéticos e
salinidade (estresses multiplos). Nessa perspectiva, no Nordeste do Brasil, destacam-se
as variedades RB (Republica Brasileira) lancadas pelo Programa Nacional de
Melhoramento de Cana-de-Acucar, conduzido pela Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro — RIDESA. As variedades RB caracterizam-se
pela alta produtividade e adaptacdo as condi¢cdes edafoclimaticas da regido para a qual
for indicada (RIDESA, 2005).

Assim, considerando a importancia econémica da cana-de-aglUcar, a compreensao
dos mecanismos da cultura frente aos estresses abioticos é um desafio que deve agregar
esforcos para a obtencéo de cultivares com maior tolerancia ao estresse multiplo, visando
incrementar a produtividade agricola. Portanto, objetivou-se neste trabalho, estudar a
importancia do sistema antioxidante na protecdo contra danos oxidativos induzidos por
estresses isolados e multiplos, em busca da compreenséo dos processos metabdlicos das

plantas sob estresse isolado e combinado em variedades lancadas pela RIDESA.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cana-de-acucar

2.1.1. Aspectos gerais

A cana-de-acucar € uma monocotiledénea pertencente a Divisdo Magnoliophyta,
Classe Liliopsida, Familia Poaceae e ao Género Saccharum. E originaria do Sudeste
Asiatico, na grande regido central da Nova Guiné e Indonésia (SACILOTO, 2003).

A cana-de-acUcar € considerada uma planta tropical de ciclo semiperene e habito
herbaceo, que caracteristicamente, desenvolve-se em forma de touceira, possuindo uma
estrutura subterranea formada de raizes e rizomas (CESNIK; MIOCQUE, 2004) e uma
parte aérea formada por colmos, folhas e inflorescéncias.

Cada genotipo expressa os caracteres que lhe sdo inerentes com a influéncia de
fatores do ambiente, como a eficiéncia fotossintética. Além disso, outras questdes
influenciam diretamente a expressao dos caracteres, por exemplo, manejo, praticas
culturais e as variagfes climaticas que prevalecem durante todo o desenvolvimento
(RODRIGUES, 1995).
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Até o fim do século 19, variedades de cana-de-acUcar eram principalmente clones
da espécie S. officinarum, que possui um alto conteddo de acgucar (DANIELS; ROACH,
1987). A partir de cruzamentos entre S. officinarum e S. espontaneum foi possivel a
obtencao de variedades mais produtivas e resistentes a doencas e estresses (GRIVET et
al. 1996; GRIVET; ARRUDA 2001). A partir de entéo, foi realizado o retrocruzamento dos
hibridos obtidos com S. officinarum (BERDING; ROACH, 1987). Os cultivares da
atualidade sao originarios desses genotipos interespecificos, seguido por poucos ciclos de
intercruzamento e selecéo.

O cultivo da cana-de-agucar possui importdncia histérica, politica, social e
econdmica por ser uma das primeiras atividades econ6micas documentadas na historia
do Brasil, sendo desde o século XVI o setor mais importante da economia colonial
(CUENCA; NAZARIO, 2005). Nos dias atuais aumenta a necessidade de pesquisas em
larga escala sobre a cultura, especialmente pelo impacto de novas alternativas como
biocombustiveis (AZEVEDO et al., 2011).

O Brasil é lider mundial na producdo de etanol proveniente de cana-de-aclcar e é
considerado referéncia no setor. O pais possui a cadeia produtiva bastante estruturada e
dominio de todos os estagios da tecnologia de producdo (VIDAL, 2010). Além disso, €
considerado o principal produtor e exportador de acucar, sendo responsavel por
aproximadamente 62% das exportacbes no mundo (BRASIL, 2011), com 0s maiores
niveis de produtividade e rendimento industrial e os menores custos de producéo (UNICA,
2009).

A &rea plantada com essa cultura no pais compreende 8,6 milhdes de hectares, com
a produtividade média brasileira estimada em 69.963 kg/ha, 4,3% maior que na safra
2011/12, que foi de 67.060 kg.ha™ A previsdo do total de cana moida na safra 2012/13 é
de 596,63 milhdes de toneladas, significando um aumento de 6,5% em relacdo a safra
2011/12 (CONAB, 2012).

No cenario mundial, estima-se que o aumento global da temperatura ambiente sera
um fator critico para o crescimento das plantas no futuro (AZEVEDO et al., 2011). Espera-
se que ocorra elevacao da evapotranspiracao resultando na intensificagdo da deficiéncia
hidrica, o que vai provocar um aumento de areas com alto risco climatico e consequente
impacto na agricultura. No Brasil, estimativas da Embrapa mostram que, se nada for feito
para mitigar os efeitos das mudancas climaticas e adaptar as culturas para a nova
situacdo, o aumento das temperaturas e do déficit hidrico, em decorréncia do

aquecimento global, pode provocar perdas nas safras de graos de R$ 7,4 bilhGes ja em
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2020 (com previsdes de R$ 14 bilhdes em 2070) e alterar profundamente a geografia da
producéo agricola no Brasil (EMBRAPA, 2008).

A cana-de-acUcar, ao contrario do que deve acontecer com as outras culturas, €
promissora na tolerancia a elevacao da temperatura prevista para as proximas décadas
(EMBRAPA, 2008). Na regido Nordeste o cultivo da cultura é realizado, tradicionalmente,
nas zonas Umidas de Mata e Litoral, mas vem se expandindo para regifes semiaridas
(SEAGRI, 2007). Dessa forma, a cultura estard exposta a um ambiente mais propicio a
problemas de salinidade e deficiéncia hidrica. Com o aquecimento global o semiarido do
Nordeste é apontado como uma das regibes mais suscetiveis ao agravamento das
condi¢cBes climaticas e, portanto, mais estressantes para as plantas (DECONTO et al.,
2008).

A opcao de cultivos adaptados e tolerantes as condicBes adversas é uma alternativa
vidvel e econbmica para o cultivo em areas afetadas. Uma das mais importantes
tecnologias do agronegdcio em geral, e da cana-de-acucar em particular, € a utilizacdo de
genadtipos. Portanto, a biotecnologia vegetal deve agir de forma integrada como o0s
programas de melhoramento classico para alcancar a maxima eficiéncia na obtencdo de
genotipos tolerantes as condi¢des de estresse (WANG et al., 2003).

Na regido Nordeste, a RIDESA é responséavel pelo melhoramento genético da cana-
de-acucar e as variedades lancadas por essa rede representam 58% de area cultivada no
Brasil (RIDESA, 2010a). Este programa vem langando novas variedades, que se
caracterizam pela produtividade e/ou pela adaptacdo as condi¢cdes edafoclimaticas da
regido (RIDESA, 2010b), visando melhorar a produtividade do setor.

2.2.1. Estresses ambientais

O estresse pode ser considerado desfavoravel quando uma condicdo em que a
demanda de energia pela planta para sua sobrevivéncia é maior que a producdo. Nesse
caso, inicialmente pode ocorrer uma desestabilizacao inicial de suas fungdes que pode
ser seguida ou ndo por uma estabilizacdo e inducdo dos processos fisiologicos de
adaptacdo (LARCHER, 2000). Por outro lado, o estresse pode ser importante no
desenvolvimento dos vegetais quando significa uma restricdo, no sentido de
sobrevivéncia, pois sem causar nenhum dano pode ativar o metabolismo vegetal e

aumentar a atividade fisiolégica da planta (LIMA, 2007).



MORAIS, M. B. Acdo combinada de fatores abioticos de estresse em variedades de cana... 18

As plantas sdo organismos sésseis e precisam resistir aos estresses aos quais elas
sdo expostas frequentemente em ambientes naturais, o que pode gerar influéncia
negativa em seu desenvolvimento (TAIZ; ZEIGER, 2004; SHAO et al.,, 2007). Nesse
sentido, o termo resisténcia esta relacionado ao estresse e significa uma aptiddo dessas
plantas para enfrentar ambientes desfavoraveis (TAIZ; ZEIGER, 2004). A tolerancia, por
sua vez, € um mecanismo que permite a planta manter o seu metabolismo em niveis
considerados normais mesmo na presenca do agente agressor, sem influéncias
prejudiciais ao desenvolvimento. Neste aspecto, alguns fatores séo limitantes para um
quadro de irreversibilidade, tais como: o estadio de desenvolvimento da planta, o genétipo
utilizado (WILLADINO; CAMARA, 2010), a duracédo e severidade do estresse (CHAVES et
al., 2003; GHELFI et al., 2011).

A estratégia de sobrevivéncia das plantas as condicbes adversas € equilibrar
rendimento e sobrevivéncia. Para tanto, uma série de processos surgem a partir de
alteracdes da expressao génica, resultando em alteracdes fisioldgicas e bioquimicas. A
evolucdo de diferentes respostas metabdlicas e a habilidade na percepcdo dos sinais
ambientais externos (FUJITA, 2006) sdo citados como mecanismos desenvolvidos e
aprimorados pelas plantas.

Os produtos génicos ativados nessas respostas podem estar envolvidos na
transducado de sinais e na regulacao da expressao de genes associados aos mecanismos
de tolerancia. Dentre eles estdo os genes que codificam e modulam as proteinas da
sintese metabdlica, antioxidantes, proteinas estabilizadoras de membrana e sintese de
osmoprotetores, chaperonas e detoxificagdo (MAHAJAN; TUTEJA, 2005; GRENNAN,
2006; SHAO et al., 2007). Entre as respostas, 0 sistema antioxidante, que faz parte do
metabolismo natural, pode ser intensificado em condicbes de estresse, sendo
considerado um dos principais mecanismos de defesa. O conjunto dessas caracteristicas
atreladas aos aspectos fisiolégicos e agronémicos embasam os procedimentos de
selecdo de germoplasma, por meio do melhoramento tradicional, do melhoramento
molecular e as abordagens por transgenia.

Muitos trabalhos desenvolvidos relatam estratégias das plantas a estresses abioticos
isolados. No caso do déficit hidrico, quanto mais severo mais dificuldade as plantas terao
para manter o equilibrio entre a captacdo e a perda de agua, sendo inevitavel a reducéo
do potencial hidrico (CIA, 2010). A planta deve, entdo, possuir estratégias e habilidades
de funcionar com seus tecidos parcialmente desidratados (MITRA, 2001; TAIZ; ZEIGER,

2004), mantendo a sua pressao de turgescéncia. Entre os mecanismos sao citados: o
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fechamento dos estbmatos, o ajuste osmoético e o aumento na atividade do sistema de
defesa antioxidante (ASADA, 1999).

A salinidade rompe a homeostase hidrica e ibnica em consequéncia do déficit
hidrico gerado pela redugdo do potencial osmoético ou por elevados teores de Na* e CI,
além da alterada relagdo K'/Na" decorrente do efeito i6bnico. Nesse caso, o ajuste
osmotico favorece a manutencgao do turgor e do volume celular, garantindo o crescimento
vegetal ainda que a uma taxa reduzida (WILLADINO; CAMARA, 2010). Além disso, no
processo de tolerar a salinidade, a planta evita ou reduz os danos atraves da exclusdo
ibnica, que diminui a concentracao de sal no citoplasma (ZHU, 2001; MUNNS, 2005).

A temperatura é outro fator abiotico que também pode afetar as plantas de inUmeras
maneiras. Como uma tipica planta tropical e subtropical, a cana-de-aglcar responde com
drasticas alteracdes na fotossintese quando submetida a temperaturas baixas (AZEVEDO
et al., 2011). Entretanto, elevadas temperaturas (40 °C) também podem afetar no
metabolismo da cana. Os estresses térmicos podem induzir a producdo de proteinas de
choque térmico (Heat Shock Proteins — HSPs) que atuam na recuperacdo dos danos
causados pelas altas temperaturas (XIONG et al., 2002).

Combinacdes de tipos de estresses podem incluir seca e calor, seca e frio e, muitas
vezes, incluem combinacdes triplas como seca, salinidade e calor (MILLER et al., 2010).
Nestes casos, as respostas metabdlicas tendem a ser Unicas e ndo podem ser
simplesmente extrapoladas a partir das respostas dos fatores abidticos aplicados
isoladamente (MITTLER, 2006).

No estresse multiplo, a defesa da planta deve incluir a manutencéo e as interacfes
de processos e esta capacidade é observada em varios niveis de organizacdo da planta
(morfologia, fenologia, fisiologia, bioquimica e genética). A interacdo desses fatores de
estresse pode proporcionar adaptacdo a escassez de recursos ou sobrevivéncia em
condi¢cbes adversas (CHAVES; PEREIRA, 2003).

Segundo a Matriz do Estresse elaborada por Mittler (2006), a interacdo do estresse
salino com o estresse por elevada temperatura ou déficit nutricional € considerada uma
sinergistica potencialmente negativa, ou seja, ocorre um maior dano ou letalidade em
fungéo do estresse multiplo. Da mesma maneira o estresse por déficit hidrico associado
ao estresse por elevada temperatura também € considerado potencialmente negativo
(RIZHSKY et al., 2004). Por outro lado, a associacdo do estresse salino ao estresse

hidrico ainda € pouco conhecida.
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Neste aspecto, destaca-se a importancia de estudos das interacdes fisiologicas e
bioquimicas e 0s mecanismos pelos quais as plantas ativam suas respostas de
aclimatacdo as novas condi¢cfes impostas, uma vez que a planta deve alcancar um novo
estado de homeostase quando submetida a estresse (MILLER et al.,, 2010). Esse
entendimento tem grande importancia para a biologia e € fundamental para melhorar a

resisténcia das culturas aos estresses abioticos (XIONG; ZHU, 2002).

2.3. Estresse oxidativo: estresse secundario

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio, em qualquer
compartimento celular, entre os niveis enddgenos de compostos antioxidantes e
compostos oxidantes, ocasionando o acumulo de ROS (CASSELLS; CURY, 2001,
M@LLER, 2001). As ROS sao subprodutos do metabolismo celular regular e ocorrem
naturalmente em processos como fotossintese e respiracdo (SOARES; MACHADO,
2007), sendo continuamente produzidas e removidas das células por mecanismos
antioxidativos enzimaticos ou ndo enzimaticos (MITTLER, 2002). As ROS podem inclusive
atuar como moléculas sinalizadoras nos processos de crescimento e desenvolvimento
celular (HUNG et al., 2005; DEL RIO et al., 2006).

Quando a planta € exposta a condi¢cdes adversas como seca, salinidade, alta
temperatura, patégenos e etc., ocorrem alteracdo na homeostase celular e a producao de
ROS se torna maior do que a capacidade antioxidante da célula, caracterizando assim o
estresse oxidativo (PANDHAIR; SEKHON, 2006). Em distintos tipos de estresse abibtico
pode ocorrer a limitagdo da fixacdo de CO, promovendo um incremento na producédo de
ROS decorrentes da reacéo de Mehler e dos pigmentos antena dos cloroplastos (HARIR;
MITLLER, 2009).

As ROS podem ser encontradas no apoplasto, citosol, cloroplasto, mitocondria e
peroxissomo (NOCTOR et al., 2004), mas também existem indicios que essas moléculas
também podem ser geradas na membrana plasmatica, através da enzima NADPH
oxidase para explosdo oxidativa contra patégenos (LAMB; DIXON, 1997). Quando em
excesso ou quando os sistemas de defesa antioxidante ndo estéo trabalhando de forma
eficiente, elas podem causar danos as células (GIL; TETEJA, 2010).

A toxicidade dos compostos oxidantes esta na sua capacidade de iniciar cascatas de

reacdes que resultam em danos como, por exemplo, a peroxidacao lipidica (NOCTOR,;
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FOYER, 1998). Além disso, o acumulo de ROS pode afetar severamente a funcionalidade
e integridade celular com alteracbes na homeostase redox, danos a macromoléculas, e
desnaturacao de proteinas (PARIDA et al., 2004; BEN-AMOR et al., 2006; GILL; TUTEJA,
2010). Na planta, a consequéncia do estresse reflete-se diretamente na reducdo do
crescimento e produtividade das culturas.

Existem algumas ROS que séo classificadas como radicais livres. Essas moléculas
sdo formas reduzidas do oxigénio molecular (O,), extremamente reativas e que podem
causar danos oxidativos a diversos componentes celulares (MITTLER, 2002). Eles
incluem o anion superoxido (Oze-), peréxido de hidrogénio (H20), radical hidroxilico (*OH)
e oxigénio “singleto” (*O.) (MITTLER, 2002).

As ROS possuem um ou mais elétrons desemparelhados em sua estrutura. No
processo de respiracdo celular, o oxigénio (O,) é completamente reduzido ao longo da
cadeia respiratéria por quatro elétrons, gerando duas moléculas de agua (SOARES;
MACHADO, 2007). Entretanto, podem escapar alguns elétrons da cadeia resultando em
uma reducdo parcial do O,, formando moléculas reativas (BARTOSZ, 1997; MITTLER,
2002) (Figura 1).

Excitacéo
Oz > 'O,
e -
5 0O,
i H,0
20 2ee
°° OH"
2H l -
“OH
Reducéo
> H>O

Figura 1. Formacdo de espécies reativas de oxigénio: oxigénio singleto (‘O,), radical
superéxido (O,"), perdxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH®). Fonte: adaptado
de Bartosz, 1997.
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O 0O, é um radical moderadamente reativo que ndo consegue atravessar as
membranas biologicas e € prontamente dismutado a H,O, pela superoxido dismutase
(PRASAD, 2004). Os radicais superoxidos podem ser produzidos espontaneamente
durante a etapa fotoquimica da fotossintese, por meio da transferéncia direta de um
elétron de moléculas associadas ao fotossistema | (PSI) para o oxigénio molecular, sob
condicBes de alta relacdo NADPH/NADP (APEL; HIRT, 2004).

O H»0, é uma molécula moderadamente reativa, que pode atravessar membranas
através das aquaporinas (BIENERT et al., 2006). Dessa forma, as ROS produzidos nos
cloroplastos e nas mitocondrias, por exemplo, podem afetar outros compartimentos
celulares (LIMA, 2007). Em funcdo de sua mobilidade, o H,O, esta envolvido na
sinalizacdo de varios estresses abioticos, porém € toxico quando sua concentracdo se
eleva (DAT et al., 2000).

O H,0, e 0s O,+- sao considerados menos danosos quando comparados a outras
ROS, mas podem gerar espécies extremamente reativas, como os radicais hidroxilicos
(*OH), que danificam componentes celulares essenciais (ARORA et al., 2002). O OH* é
considerado o mais reativo dos radicais de oxigénio, formado a partir do H,O, como
resultado das reacdes de Haber-Weiss ou de Fenton, a partir de catalisadores metélicos
como o Fe?* (VAN BREUSEGEM et al., 2001). Os radicais hidroxilicos podem ser
formados pela combinacdo do H,O, com o Fe*?, na reagdo denominada de “reacédo de
Fenton” (BECANA et al., 1998). O Fe™, resultante desta reacdo, pode ser reduzido
novamente pelo radical superdxido, provendo substrato para que a “reagcao de Fenton”
continue. O conjunto destas duas reagdes € conhecido como reacao de “Haber-Weiss”
(BECANA et al., 1998). Por ndo existirem mecanismos enzimaticos que consigam eliminar
esse radical, 0 seu excesso pode ocasionar a morte celular (VRANOVA et al., 2002).

Outra ROS conhecida é o 'O,. Molécula altamente reativa e extremamente
prejudicial a planta (MULLER et al., 2001). Essa molécula é formada na fotossintese
durante o processo de dissipacdo do excesso de energia de moléculas de clorofila
excitadas associadas ao fotossistema Il (MULLER et al., 2001). A absorcdo de luz, de
determinado comprimento de onda, resulta na excitacdo de moléculas de clorofila para o
estado singleto, e 0 excesso de energia deste estado excitado pode ser dissipado pela
emissdo de calor, fluorescéncia, processo fotoquimico, ou entdo, pela formacédo de
clorofila no estado tripleto (*Chl’) (MULLER et al., 2001). O estado tripleto da clorofila
pode transferir energia para o oxigénio molecular (O,), gerando o oxigénio “singleto” (*0,),

gue é uma molécula capaz de atravessar membranas biologicas, e €& quase
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exclusivamente responsavel pela peroxidacdo lipidica em organismos fotossintéticos
(TRIANTAPHYLIDES et al., 2008).

Para desintoxicar a célula das ROS, varias estratégias sao utilizadas pelas plantas e
outros organismo interrompendo as cascatas de oxidacdo (FOYER; NOCTOR, 2009).
Entre os principais mecanismos esta a sintese de compostos antioxidantes néo-

enzimaticos e enzimaticos.

2.3.1 Sistema antioxidativo

O processo pelo qual a planta percebe os diferentes sinais de estresse e 0s
transmite para toda a maquinaria celular € chamado de transducdo de sinais (XIONG;
ZHU, 2001). Foi necessério as plantas desenvolverem, ao longo da escala evolutiva, essa
maquinaria de protecdo para manter a homeostase redox celular, resultando em
processos como a acao de enzimas do sistema antioxidativo e, sintese de metabdlitos de
baixo peso molecular, como o ascorbato e a glutationa (STASOLLA, 2010) e a prolina
(RADYUKINA et al., 2008) entre outros. Esse complexo sistema constituido por enzimas e
metabdlitos antioxidantes atua no combate aos efeitos prejudiciais do acimulo das ROS
(DEWIR et al., 2006), seja ha remocao ou na neutralizacdo dessas moléculas.

As enzimas do sistema antioxidante sdo bastante sensiveis as condicdes de
estresse abidtico e servem, inclusive, como sinalizadoras do estresse. Destacam-se
dentre elas: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX)
(NOCTOR; FOYER, 1998).

As superoxidos dismutases (SOD, E.C. 1.15.1.1) dismuta o O2-- ocasionando a
formacédo de outra ROS, o H;0,. As SOD sé&o divididas em trés grupos: a CuSOD e
ZnSOD (contendo cobre e zinco, respectivamente), sdo localizadas no citosol e
cloroplastos; a FeSOD (contendo ferro), esta presente nos cloroplastos e a MnSOD
(contendo manganés) € encontrada nas mitocéndrias e peroxissomos (ALSCHER et al.,
2002).

As catalases (CAT, E.C. 1.11.1.6) sédo oxidorredutases encontradas nos
glioxissomos e, principalmente, nos peroxissomos. Esta enzima atua na conversdo do
H,O, a agua e oxigénio molecular, liberado durante a durante a B-oxidacdo de &cidos
graxos (HOLTMAN et al., 1994) ou durante a fotorrespiracdo (IGAMBERDIEV; LEA,
2002). As CAT séao responsaveis pela remocédo do excesso de ROS durante o estresse,
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pois a baixa afinidade pelo H,O; requer a ligacdo de duas moléculas dessa ROS para que
a reacdo ocorra (MITTLER, 2002; GRATAOQ, 2005),

A ascorbato peroxidase (APX, E.C. 1.11.1.11) é considerada a enzima mais
importante na eliminagdo do H;O, de certos compartimentos celulares, como 0s
cloroplastos, onde nao existem catalases para atuar nessa funcéo (MITTLER, 2002). A
APX oxida duas moléculas de ascorbato na reducdo do H,O,. O ascorbato oxidado é
regenerado pelo ciclo metabdlico do ascorbato-glutationa, mediante a acdo de outras
enzimas (NOCTOR; FOYER, 1998).

Trabalhos sobre estresse multiplo envolvendo enzimas antioxidativas vém
demonstrando a plasticidade do genoma das plantas submetidas a diferentes condicfes
ambientais (RIZHSKY et al., 2004). A acdo combinada do déficit hidrico e elevadas
temperaturas resulta em maiores danos a plantas de Jatropha curcas do que o estresse
por temperatura isoladamente. Essas plantas exibiram uma elevada atividade das
enzimas CAT, APX e SOD e apresentaram um balanco redox favoravel entre a forma
reduzida e oxidada do ascorbato quando o estresse foi induzido apenas pela elevacao de
temperatura (SILVA et al., 2010).

O estresse multiplo resulta em diversas respostas metabdlicas que variam em
funcdo do tipo de estresse aplicado, da espécie e variedade em estudo (WANG et al.,
2003; RIZHSKY et al., 2004; SILVA et al., 2010). Em funcéo da diversidade de estratégias
de aclimatizacdo é fundamental avaliar os efeitos isolados e combinados de fatores
adversos, visando uma compreensdo das interacdes ambientais que afetam o
metabolismo e o desempenho vegetal de variedades e espécies de interesse agronémico.

A compreensdo dos mecanismos de tolerancia ao estresse multiplo nas variedades
de cana-de-acucar permitird direcionar os cruzamentos em programas de melhoramento,
visando a obtencéo de progénies com maior toleréncia, o que aumentara a viabilidade da

cultura canavieira nestas areas.
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Metabolismo antioxidativo em variedades de cana-de-acgucar sob estresse hidrico
e salino
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Resumo

A producédo vegetal é influenciada por um grande nimero de fatores ambientais que podem gerar
estresse oxidativo, afetando o equilibrio redox celular. O cultivo da cana-de-agucar (Saccharum
spp.) € um dos mais importantes agronegocios do Brasil. Objetivou-se neste trabalho identificar a
resposta antioxidante de variedades de cana-de-acUcar sob condicBes adversas. Mudas de seis
genotipos, procedentes de micropropagacdo, foram submetidas a avaliacdo da acdo isolada e
combinada do estresse hidrico e salino. Avaliou-se 0 a peroxidacdo lipidica, o teor de peroxido de
hidrogénio (H,O,), o teor relativo de agua (TRA) e acdo do sistema de defesa antioxidativo
mediante a atividade da superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase
(CAT). As variedades RB 867515 e RB 99395 apresentaram-se mais eficientes quanto a resposta ao
estresse e a manutencdo de conteudo hidrico celular nos estresses isolados. Tanto essas variedades
guanto as mais sensiveis exibiram maior peroxidacdo lipidica e/ou maior concentracdo de perédxido
de hidrogénio quando submetidas ao estresse combinado. As enzimas apresentaram respostas
diferenciadas de acordo com a variedade e intensidade de estresse nos tratamentos isolados, no
entanto, podem ter sido inativadas perante o estresse combinado. Esses resultados indicam que a
resposta do estresse combinado é diferente da soma das respostas dos fatores abio6ticos aplicados

isoladamente.

Palavras-chave: ascorbato peroxidase, catalase, estresse oxidativo, per6xido de hidrogénio,

salinidade, superdxido dismutase

Abreviagdes: APX — ascorbato peroxidase, BSA — bovine serum albumin, CAT - catalase, EDTA - &cido
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Introducéo

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma cultura tropical e subtropical que se destaca como
uma das espécies mais cultivadas no Brasil. Possui grande importancia econémica associada
principalmente & produgdo de aclcar e etanol (Azevedo et al. 2011), combustivel que possui
potencial para atender a crescente demanda por energia renovavel (Goldemberg 2007).

O cultivo de cana-de-acucar na regido Nordeste € praticado, tradicionalmente, nas zonas
Umidas de Mata e Litoral, mas vem se expandindo para regides semiaridas (Seagri 2007), expondo a
cultura a um ambiente mais propicio a combinacgdo de estresses abioticos como salinidade e déficit
hidrico. Esses fatores podem alterar a absorcéo de agua e a permeabilidade das membranas, o que
em conjunto pode provocar mudancas no metabolismo e na produc¢do das moléculas oxidantes.

Os efeitos do estresse abidtico sobre as plantas vém sendo estudados ao longo do tempo,
entretanto, a maioria dos estudos estd focada na resposta da planta a um Unico estresse abiotico, sob
condicdes controladas. Em contraste, em condi¢fes de campo, as plantas sdo submetidas a mais de
um tipo de estresse simultaneamente (Rizhsky et al. 2004).

Esses estresses isolados ou combinados podem desencadear o estresse oxidativo. Nas plantas,
esses estimulos estdo sempre associados a uma série de respostas fisioldgicas e bioquimicas em
nivel celular (Gratdo et al. 2005, Farooq et al. 2009). Fatores como duracdo e severidade do
estresse, bem como o gendtipo analisado, podem influenciar diretamente na resposta das plantas
(Chaves et al. 2003, Ghelfi et al. 2011).

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre os niveis enddgenos de
compostos antioxidantes e compostos oxidantes ocasionando o acumulo de espécies reativas de
oxigénio (Reactive Oxygen Species - ROS) (Cassells e Cury 2001). As ROS séo subprodutos do
metabolismo celular regular e ocorrem naturalmente em organelas como cloroplastos e
mitocéndrias (Noctor et al. 2004, Soares e Machado 2007). Quando em baixas concentracdes, elas
podem atuar como moléculas sinalizadoras nos processos de crescimento e desenvolvimento celular
(Del Rio et al. 2006). O excesso dessas moléculas potencialmente citotoxicas favorece reagdes com
diferentes componentes celulares, resultando em danos e mesmo morte celular (Harrir e Mitller
2009).

A sobrevivéncia das plantas a condi¢fes adversas é resultante da evolucdo de mecanismos
como as respostas metabolicas e a habilidade na percepgdo dos sinais ambientais externos (Fujita
2006). Entre essas respostas, a capacidade de ativar o sistema antioxidante € um dos principais
mecanismos que permite a planta tolerar o estresse oxidativo (Azevedo et al. 2011). Esse sistema

complexo atua de forma coordenada e € composto por um grande por numero de compostos
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antioxidantes hidrofilicos além de enzimas antioxidantes, das quais as mais importantes sdo as
superdxido dismutases (SOD), as catalases (CAT) e as ascorbato peroxidases (APX) (Miller et al.
2008, 2010).

A compreensdo dos mecanismos de tolerancia a estresses ambientais em cana-de-agucar é um
desafio que deve agregar esforcos para possibilitar a selecdo de cultivares mais adaptados, visando
maior produtividade agricola. Portanto, o objetivo desse trabalho foi estudar a resposta do sistema
antioxidativo de variedades de cana-de-acUcar frente ao estresse isolado e combinado causado pelo

déficit hidrico e pela salinidade.

Material e métodos

Material Vegetal e obtencdo de plantas: Foram utilizadas seis variedades “RB” (Republica
Brasileira) de cana-de-agUcar, micropropagadas, obtidas da SBW do Brasil Agrifloricultura Ltda.
As variedades utilizadas foram: RB 966928, RB 98710, RB 855453, RB 99395, RB 867515 e RB
855156. As plantas foram aclimatadas em condicdes de casa de vegetacdo, selecionadas e
cultivadas em tubetes plasticos em forma de cone, com capacidade de 115 cm3, contendo areia

lavada.

Estratégia experimental: Foi elaborada uma abordagem experimental envolvendo dois diferentes
agentes: o estresse hidrico e o salino em condicdo de ambiente natural de casa de vegetacdo, no
campus Recife da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizada na Zona da
Mata pernambucana, com temperaturas médias de 30,1+2,7 °C durante o dia e 28,8+1,3 °C durante
a noite, com fotoperiodo natural e UR média de 65+5,5%.

Apobs a aclimatacdo, foram estabelecidos os tratamentos. As plantas dos grupos T1 e T2
permaneceram irrigadas diariamente com solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) com
metade da sua forca idnica. As plantas dos grupos T3 e T4 receberam solucgéo nutritiva acrescida de
NaCl na concentragdo de 50 mM e condutividade elétrica de, aproximadamente, 5,8 dS/m. Ocorreu
suspensdo de rega no 9° dia em T2 e T4. Portanto, as condic¢Ges de cultivo foram: T1= tratamento
sem NaCl com rega continua (Controle); T2= tratamento sem NaCl com suspensdo de rega (estresse
hidrico); T3= rega continua com solucdo salina (estresse salino); e T4= suspensdo de rega apos
estresse salino (estresse salino+hidrico).

O periodo experimental teve duracdo de 12 dias e o delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 6 x 4 (seis variedades e quatro condi¢des de cultivo), com quatro

repeticdes, sendo cada uma composta de uma planta por tubete. Para a analise estatistica foi
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utilizado o programa Sisvar 5.3 (Ferreira, 2008) e aplicado o teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. Apoés a coleta, parte do material vegetal foi imediatamente congelado em nitrogénio

liquido e mantido a -20°C até a realizacdo das analises.

Caracteristicas Avaliadas:

Teor relativo de agua (TRA): O TRA foi determinado seguindo o método de Cairo (1995). Em
cada repeticdo foram retiradas seis amostras da regido central da folha, acondicionadas em gelo e
rapidamente transferidas para o laboratorio. A determinacdo da massa fresca (MF) foi realizada em
balanca analitica em um periodo de até duas horas ap0s a excisdo. Essas amostras foram entdo
mantidas em &gua deionizada durante 24 h e ap6s remocao do excesso de agua em papel filtro, foi
obtido a massa targida (MT). Apds isso, as amostras foram secas a 70 °C por 48 h (MS) para
determinagdo da massa seca do tecido. Os valores do TRA foram determinados pela equagdo: (MF-
MS)/(MT-MS) x 100.

Quantificacdo de perdxido de hidrogénio (H,0,): O perdxido foi quantificado segundo protocolo
de Alexieva et al. (2001). As amostras frescas foram maceradas com acido tricloroacético (TCA)
0,1% na relacdo de 1 g/10 mL (w:v). As amostras foram centrifugadas a 10.000g por 15 min, a 4 °C.
Do sobrenadante, foram retirado 200 puLL ao qual foram adicionado 200 uL de tampao fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5) e 800 pL de solugdo 1 M de iodeto de potassio. As amostras
permaneceram em gelo e no escuro durante uma hora. Apds este periodo, as amostras foram
retiradas do gelo e mantidas em temperatura ambiente para estabilizacdo da reacdo, e em seguida foi

realizada a leitura em espectrofotdmetro a 390 nm.

Quantificacdo de malondialdeido (MDA): A peroxidacdo lipidica foi determinada de acordo com
Health e Packer (1968), com modificacGes. A reacao foi determinada através da producdo de MDA,
um metabolito reativo ao acido 2-tiobarbitarico (TBA). Amostras bioldgicas foram maceradas em
TCA 0,1% na proporcdo de 0,2 g/2mL de tampdo, juntamente com 20% de PVPP
(polivinilpolipirrolidona). Ap6s homogeneizacdo, a amostra foi centrifugada a 10.000g durante 5
min. Foi retirado do sobrenadante 0,25 mL e transferido para outro tubo juntamente com 1,0 mL de
solugéo contendo 20% de TCA e 0,5% de TBA. A mistura foi mantida em banho-maria a 95 °C
durante 30 min e, em seguida, passou por rapido resfriamento por 10 min. Antes da leitura em

espectrofotdmetro a 535 e 600 nm, as amostras foram centrifugadas por mais 10 min a 10.000g.
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Extracdo de proteinas: Amostras congeladas foram maceradas e homogeneizadas com tampéo
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), 1 mM de EDTA (&cido etilenodiaminotetracético), 3 mM de
DL-ditiotreitol e 20% de PVPP sob temperatura de — 4 °C na relacdo de 1 g/3 mL (w:v) (Azevedo et
al. 1998). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000g durante 30 min e o sobrenadante separado

em aliquotas ¢ mantido armazenado a —20 °C até a determinacdo das atividades enzimaticas.

Quantificacdo de Proteinas: A concentracdo das proteinas totais foi determinada segundo o
método de Bradford (1976), utilizando-se o0 BSA (Bovine Serum Albumin) como padrdo. A reacdo
foi realizada com adicdo de 20 pL de amostra (previamente diluida) a 1 mL do reagente de
Bradford e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. A leitura foi realizada em

espectrofotbmetro a 595 nm.

Atividade da catalase (CAT): A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por Havir
e Mchale (1987) com modificagdes conforme Azevedo et al. (1998). Em solugdo contendo 1 mL de
tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 25 pL de perdxido de hidrogénio (H,O;) a 1 mM. A
reacao foi iniciada pela adi¢do de 25 pL do extrato proteico e a atividade determinada seguindo-se a
decomposicdo do H,O, por 60 segundos, através das alteracGes a 240 nm, sob temperatura de 25 °C,

em espectrofotbmetro.

Ascorbato peroxidase (APX): A atividade da APX foi determinada conforme descrito por Nakano
e Asada (1981). O meio de reagdo composto por 650 pL de tampao fosfato de potassio 80 mM, pH
7,5, 100 pL de ascorbato 5 mM, 100 pL de EDTA 1 M, 100 pL de H,O, 1 mM e 50 pL do extrato
protéico. A atividade da APX foi determinada pelo monitoramento da taxa de oxidacdo do

ascorbato a 290 nm, a 30 °C, durante 60 segundos, em espectrofotdmetro.

Atividade de superédxido dismutase (SOD): O protocolo foi padronizado de acordo com
Giannopolitis e Ries (1977). Por esse método, é determinada a inibicdo da reducdo do NBT (nitro
blue tetrazolium) pelo extrato enzimatico, evitando assim a formacdo do cromoforo. A solugdo de
reacdo (3 mL) foi constituida de 85 mM de tampédo fosfato (pH 7,8), 75 uM de NBT, 5 uM
riboflavina, 13 mM de metionina, 0,1 mM EDTA e 50 pl de extrato enzimatico. A solucao foi
adicionada em tubos de vidro e irradiada com luz branca (lampada fluorescente de 15 W) por 5 min.

Ap0s esse periodo de exposicdo, a solucdo foi analisada por espectrofotdmetro a 560 nm.
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Resultados e discussao

A analise do TRA ¢ considerada por Pimentel (2004) indispensavel para avaliacdo do status
hidrico do vegetal. O estresse hidrico provocou reducdo do TRA em todas as variedades, 0S
menores valores ocorreram nas variedades RB 98710 e RB 855453 com TRA de 70%. Sob estresse
salino o valor do TRA n&o foi inferior a 75%, o que indica que as variedades de cana-de-agUcar
apresentaram uma perda moderada de agua. A capacidade das variedades RB 99395, RB 867515 e
RB 855156 de restringir a perda de agua, em situacdes de estresse hidrico e salino ou combinado,
pode ser evidenciada pelos altos valores de TRA (Fig. 1). Essas variedades mantiveram elevado
conteudo de agua nos diferentes tratamentos. Trabalhos com diferentes gendtipos de cana-de-agucar
(HOCP85-845, TCP02-4587, TCP02-4620 e US01-40), evidenciaram que as menores reducdes de
TRA caracterizam as variedades tolerantes ao estresse (Silva et al. 2007).

Sob estresse multiplo ocorreram as maiores perdas de &gua, sobretudo nas variedades RB
966928 e RB855453, que apresentaram um TRA de, aproximadamente, 60%, evidenciando a
severidade da associacdo dos dois tipos de estresse. A variedade RB 966928 apresentou,
paralelamente ao baixo TRA, elevado dano as membranas (alto teor de MDA) e elevado teor de
H,0, (Fig. 2 e 3). Este mesmo comportamento foi observado, por outros autores, nas variedades
SP90-3414 e SP90-1638 de cana-de-agucar submetidas ao déficit hidrico (Cia et al. 2012). Na
maioria das variedades hd uma correlacdo negativa, altamente significativa (> 0,5), entre o teor
relativo de &gua e o teor de H,0O, evidenciando os efeitos nocivos do acimulo dessa espécie reativa
de oxigénio.

O actmulo de H,0O, (Fig. 3) contribuiu ativamente para a peroxidacdo dos lipideos de
membrana como indicado pelo aumento no nivel de MDA observado tanto nos estresses isolados
como no combinado (Fig. 2). A analise de MDA é amplamente utilizada como indicadora da
ocorréncia de estresse oxidativo, uma vez que esse composto é resultado da reacdo entre as ROS e
acidos graxos poliinsaturados (Gratdo et al. 2005).

O incremento da atividade das enzimas de defesa do estresse oxidativo SOD, CAT e APX
apresentou uma correlacdo positiva altamente significativa (0,66 a 0,96) nas variedades RB 867515
e RB 99395. O aumento da atividade conjunta da SOD, geradora de H,O,, com a CAT e APX,
eliminadoras de H,0,, € fundamental para a manutencdo do equilibrio redox, corroborando 0s
resultados encontrados por outros autores (Nayyar e Gupta 2006, Wang et al. 2009, Cia 2010). O
aumento da atividade da CAT e da APX foi observada na variedade RB 867515 sob estresse salino
concomitantemente com a menor reducdo do peso fresco e do teor de clorofila caracterizando esta

variedade como mais tolerante do que a variedade RB863129 (Willadino et al. 2011).
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Em fungdo dessa elevada atividade conjunta das enzimas SOD, CAT e APX nas variedades
RB 867515 e RB 99395 (Fig. 4, 5 e 6) ndo houve, consequentemente, aumento no teor de MDA nas
plantas submetidas a estresses isolados (Fig. 2 e 3). A tolerancia da variedade RB 867515 ao
estresse hidrico foi verificada também por outros autores considerando outras varidveis (Dellabiglia
et al. 2010, Embrapa 2011, Picoli et al. 2012). Em situagéo de estresse combinado a variedade RB
867515 também se destaca como a Unica a manter elevada atividade da CAT e APX, garantindo
baixos teores de H,O,, baixa peroxidacdo lipidica e elevado valor de TRA, este conjunto de
varidveis converge na manutencdo dos processos fisioldgicos e crescimento da planta. Em
contrapartida, na variedade RB 99395 ocorreu um colapso no sistema antioxidativo durante o
estresse combinado, resultando na baixa atividade da CAT e da APX (Fig. 5 e 6) com o
consequente aumento do teor de H,O, e de MDA. A inibicdo da maquinaria antioxidante pode
também levar ao acumulo de ROS que podem ser relocadas em compartimentos celulares
especificos (Torres 2010).

Um comportamento interessante das enzimas antioxidantes, em resposta ao estresse, foi
observado na variedade RB 966928. Nesta variedade, apenas a SOD apresentou alta atividade
provavelmente decorrente de alta producgéo do O, causada pelo estresse. O incremento da atividade
da SOD, entretanto, ndo foi acompanhado na mesma proporcao pelas enzimas CAT e APX (Fig. 4,
5 e 6), o que explica os elevados niveis de H,O, observados (Fig. 3). Sabe-se que a SOD é
responsavel pela formacdo direta de H,O, (Apel e Hirt 2004, Sankar et al. 2007), que também é
uma molécula toxica e precisa da acdo de outras enzimas para ser reduzida a H,O e O, (Monteiro et
al. 2011). A SOD é, portanto, considerada uma enzima chave envolvida a partir da deteccdo de
estresse (Gratdo et al. 2005).

A variedade RB 855453 exibiu caracteristicas diferentes das demais por apresentar elevada
atividade enzimatica da SOD, da CAT e da APX mesmo no tratamento controle. Sob condic¢des de
estresse a atividade dessas enzimas foi aumentada resultando em reduzido teor de H,O, e MDA. O
TRA, entretanto, foi baixo atingindo, sob estresse multiplo, o valor de 56 %, o que indica uma
condicdo de estresse hidrico. Esses resultados apontam, portanto, para elevada transpiracdo nesta
variedade. Esta suposi¢do é confirmada considerando-se que esta variedade foi considerada sensivel
ao estresse hidrico com base nas variaveis de condutancia estomatica e potencial hidrico foliar que
se mostraram, entre distintas variaveis fisioldgicas, as mais adequadas para distingdo entre
tolerancia e sensibilidade em cana-de-agucar (Dellabiglia et al. 2010).

Para a maioria das variedades estudadas, o estresse hidrico e salino combinados foi mais
severo do que a aplicacdo desses estresses isoladamente, o que se reflete nas maiores redugdes do

TRA e de maiores teores de H,0, e MDA. Quanto a atividade das enzimas do estresse oxidativo,



MORAIS, M. B. Acdo combinada de fatores abioticos de estresse em variedades de cana... 39

ocorreu reducédo na atividade da SOD e da CAT na maioria das variedades, o que sugere inativagao
destas enzimas. Altos niveis de H,O, podem danificar organelas e também inativar a SOD
(Halliwell 1974).

Os niveis elevados no teor de MDA associado ao baixo TRA podem ser indicadores efetivos
de sensibilidade a estresse multiplo em variedades de cana-de-agUcar. O comportamento das
enzimas nas variedades RB 867515 e RB 99395 perante uma situacéo de estresse mostrou que ha
uma sincronia entre os sistemas antioxidantes enzimaticos da SOD, CAT e APX na regulacéo e
desintoxicacdo das ROS produzidas na célula vegetal, durante situacdes de estresse ambiental. No
geral, os resultados apresentados sugerem que os danos provocados pelos estresses isolados podem
estar relacionados a um estresse oxidativo, mas ficou evidente que a combinagdo desses estresses
causa maiores danos que podem inclusive inibir a acdo de enzimas. O comportamento das

variedades sugere respostas diferenciais frente ao controle das ROS e do estresse oxidativo.
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Fig. 1. Teor relativo de 4gua (TRA%) em folhas de variedades de cana-de-aclcar submetidas a condi¢Ges de casa de
vegetacdo sob diferentes regimes de estresse: T1= tratamento sem NaCl com rega continua (Controle); T2= tratamento
sem NaCl com suspensdo de rega (estresse hidrico); T3= rega continua com solugdo salina (estresse salino); e T4=
suspensdo de rega apos estresse salino (estresse salino+hidrico). (Letras minusculas iguais entre os genotipos no
mesmo tratamento e mailsculas entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo gendtipo ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade).
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Fig. 2. Peroxidacéo lipidica expressa pelo teor de MDA (umol/g MF) em folhas de variedades de cana-de-agUcar
submetidas a condi¢des de casa de vegetacdo sob diferentes regimes de estresse: T1= tratamento sem NaCl com rega
continua (Controle); T2= tratamento sem NaCl com suspensdo de rega (estresse hidrico); T3= rega continua com
solugdo salina (estresse salino); e T4= suspensdo de rega apds estresse salino (estresse salino+hidrico). (Letras
mindsculas iguais entre 0s genotipos no mesmo tratamento e maidsculas entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo
gendtipo ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade).
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Fig. 3. Teor de H,0, (umol/g MF) em folhas de variedades de cana-de-aglcar submetidas a condi¢des de casa de
vegetacdo sob diferentes regimes de estresse: T1= tratamento sem NaCl com rega continua (Controle); T2= tratamento
sem NaCl com suspensdo de rega (estresse hidrico); T3= rega continua com solucdo salina (estresse salino); e T4=
suspensdo de rega apos estresse salino (estresse salino+hidrico). (Letras minusculas iguais entre os genotipos no
mesmo tratamento e maiusculas entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo genétipo ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade).
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Fig. 4. Atividade da SOD (U SOD mg prot.™) em folhas de variedades de cana-de-agticar submetidas a condices de
casa de vegetacdo sob diferentes regimes de estresse: T1= tratamento sem NaCl com rega continua (Controle); T2=
tratamento sem NaCl com suspenséo de rega (estresse hidrico); T3= rega continua com solugdo salina (estresse salino);
e T4=suspensdo de rega ap0s estresse salino (estresse salino+hidrico). (Letras mindsculas iguais entre 0s genotipos no
mesmo tratamento e maidsculas entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo genotipo ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade).
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Fig. 5. Atividade da CAT (umol min™ mg™ de proteina) em folhas de variedades de cana-de-aglicar submetidas a
condi¢fes de casa de vegetacdo sob diferentes regimes de estresse: T1= tratamento sem NaCl com rega continua
(Controle); T2= tratamento sem NaCl com suspensdo de rega (estresse hidrico); T3= rega continua com solu¢do salina
(estresse salino); e T4= suspensdo de rega apds estresse salino (estresse salino+hidrico). (Letras minusculas iguais entre
0s genotipos no mesmo tratamento e maidsculas entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo genotipo ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade).

1600,00 - HRB 966928

WRB 98710
ORB 855453
[JRB 99395
ORB 867515
OORB 855156

1400,00 -

1200,00 -

1000,00 -

800,00 -

600,00 -

400,00

Atividade especifica da APX

200,00 -

0,00 -

Controle

Estresse hidrico Estresse salino Est. hidrico+salino

Tratamentos

Fig. 6. Atividade da APX (umol min™ mg™ de proteina) em folhas de variedades de cana-de-aglicar submetidas a
condicbes de casa de vegetacdo sob diferentes regimes de estresse: T1= tratamento sem NaCl com rega continua
(Controle); T2= tratamento sem NaCl com suspensdo de rega (estresse hidrico); T3= rega continua com solu¢do salina
(estresse salino); e T4= suspensdo de rega apds estresse salino (estresse salino+hidrico). (Letras mindsculas iguais entre
0s gendtipos no mesmo tratamento e maidsculas entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo gendtipo nao diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade).
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CAPITULO IlI

EFEITO DO ESTRESSE MULTIPLO NO METABOLISMO OXIDATIVO DE
VARIEDADES DE CANA-DE-ACUCAR

Trabalho a ser enviado para a Revista Crop Breeding and Applied Biotechnology
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Efeito do estresse multiplo no metabolismo oxidativo de variedades de cana-de-

acucar

Resumo — A exposicéo de plantas a condicOes de estresse multiplo pode causar uma superproducéo
de espécies reativas de oxigénio causando desequilibrio no sistema redox. Objetivou-se neste
trabalho estudar a importancia do sistema antioxidante na protecdo contra danos oxidativos
induzidos por estresses isolados e multiplos. Mudas micropropagadas de cana-de-agUcar de seis
gendtipos (RB 966928, RB 98710, RB 855453, RB 99395, RB 867515 e RB 855156) foram
submetidas a avaliagdo da acdo isolada do estresse por alta temperatura e da combinagdo com o
estresse hidrico e salino. Avaliou-se a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e ascorbato peroxidase (APX), bem como a peroxidacdo lipidica (teor de MDA) e teor de
peréxido de hidrogénio (H,0), indicadores de estresse. A variedade RB 867515 destacou-se por
garantir sincronia entre a atividade enzimatica na regulacéo e desintoxicacdo das ROS, produzidas
na célula vegetal durante situacdes de estresse ambiental, garantindo a manutencao do teor relativo

de 4gua e, consequentemente, a manutencao dos processos fisiologicos e o crescimento da planta.

Palavras-chave: ascorbato peroxidase, catalase, estresses abidticos, Saccharum, superoxido

dismutase

Introducao

Dentro de seu habitat natural as plantas estdo sujeitas a uma série de combinagfes de
condicOes abidticas que pode alterar o seu metabolismo. Tais combina¢Ges podem incluir: alta
luminosidade, déficit hidrico, altas temperaturas e/ou salinidade. O estudo do estresse oxidativo
associado a estresses abidticos em plantas tem avancado consideravelmente nos dltimos anos
(Azevedo et al. 2011). Grande parte das pesquisas, entretanto, tem como foco 0s estresses isolados,
mesmo sendo conhecido que, no campo, a planta esta exposta a condi¢des adversas que ocorrem
simultaneamente (Rizhsky et al. 2004).

Estudos realizados em Arabidopsis submetidas ao estresse combinado de seca e calor

revelaram um novo padrdo de resposta de defesa, diferente dos padrbes de estudos com fatores
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isolados (Rizhsky et al. 2004, Koussevitzky et al. 2008). No Brasil, esse tipo de pesquisa ainda €
pouco frequente embora seja necessario selecionar ou desenvolver variedades de diversas culturas,
que possam tolerar os efeitos de fatores ambientais extremos. Neste sentido, culturas de grande
importancia econdmica como a cana-de-agucar (Saccharum spp.), exigem uma melhor compreenséo
das interacOes fisiologicas e bioquimicas responsaveis pela aclimatizacdo das plantas as flutuacGes
ambientais, para gque elas alcancem um novo estado de homeostase quando submetidas a estresse
(Miller et al. 2010).

A importancia econdmica da cultura da cana-de-aclcar esta associada, principalmente, a
producdo de acgUcar e etanol (Azevedo et al. 2011). O pais é considerado o principal produtor de
acucar do mundo, além de possuir a cadeia produtiva bastante estruturada e dominar todos os
estagios da tecnologia de producdo (Vidal 2010). A area plantada com cana-de-aglcar no Brasil
compreende 8,6 milhdes de hectares (CONAB 2012) e continua em expansao.

A érea de plantio vem se expandindo para a regido semiarida do pais que, dentre suas
caracteristicas, apresenta condi¢es edafoclimaticas favoraveis tanto a salinizacdo dos solos
(Willadino et al. 2011), como a deficiéncia hidrica e as temperaturas elevadas. Apesar das projecdes
da EMBRAPA indicarem a cana-de-acUcar como uma das poucas culturas promissoras quanto a
tolerancia a elevacdo da temperatura prevista para as proximas décadas em funcdo do aquecimento
global (EMBRAPA 2008), a expansdo da cultura canavieira para a regido semiarida deixard a
cultura exposta a ocorréncia de combinacdes de fatores estresses.

Estimulos ambientais como estresses isolados ou combinados podem aumentar a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e desencadear o estresse oxidativo, que pode gerar grandes
impactos no metabolismo da planta em diferentes niveis devido & acdo toxica das ROS (Mittler
2002, Gratdo et al. 2005). Neste sentido, a anélise da peroxidagdo lipidica, que revela mudanca na

composicdo dos lipideos, é amplamente utilizada como indicadora da ocorréncia de estresse



MORAIS, M. B. Acdo combinada de fatores abioticos de estresse em variedades de cana... 49

oxidativo (Gratdo et al. 2005). Porém, fatores como duracéo, severidade do estresse e gendtipo
analisado (Chaves et al. 2003, Ghelfi et al. 2011) podem influenciar nesses processos.

As plantas possuem um mecanismo de defesa que atua mediante a ativacdo de um sistema
enzimatico (Agarwal e Pandey 2004) e que inclui as enzimas ascorbato peroxidase (APX), catalase
(CAT) e superdxido dismutase (SOD). Essas enzimas catalisam a decomposi¢do de moléculas
oxidativas que podem reagir com diversos metabdlitos, causando danos oxidativos a enzimas,
proteinas, e acidos nucleicos. Isso afeta gravemente a integridade e funcionalidade das células
causando, frequentemente, danos irreversiveis (Moller et al. 2007). Sendo assim, a capacidade de
ativacdo do sistema antioxidante desempenha um papel fundamental no equilibrio redox (Mittler
2002).

A aquisicdo de conhecimentos sobre o metabolismo e a compreensdo dos mecanismos de
tolerancia vira direcionar os programas de melhoramento genético de plantas, visando a obtencéo de
progénies com maior tolerdncia. O objetivo desse trabalho foi avaliar a resposta do sistema

antioxidativo de diferentes variedades de cana-de-acucar frente ao estresse multiplo.

Material e métodos

Foram utilizadas mudas micropropagadas de seris variedades “RB” (Republica Brasileira) de
cana-de-acgUcar adquiridas da SBW do Brasil Agrifloricultura Ltda. As variedades utilizadas foram:
RB 966928, RB 98710, RB 855453, RB 99395, RB 867515 e RB 855156. As plantas foram
aclimatadas em casa de vegetacdo, selecionadas e cultivadas em tubetes plasticos em forma de cone,
com capacidade de 115 cms3, contendo areia lavada. Apds 15 dias de aclimatacdo em casa de
vegetacdo (UR média de 65+5,5% e temperatura média de 29,61+0,97 °C), as plantas foram
transferidas para a uma camara climatica (Fitotron), modelo SL-205//1370, marca SOLAB, sob
fotoperiodo de 12 horas, permaneceram 5 dias recebendo solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon

(1950) com metade da sua forca idnica antes da aplicacdo dos estresses.
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A abordagem experimental envolveu trés diferentes agentes estressantes: elevada temperatura,
salinidade e déficit hidrico, de forma isolada e combinada. O experimento foi conduzido em
ambiente controlado com alta temperatura e luminosidade, simulando as condic¢Ges climaticas
tipicas do semiarido brasileiro (36+1 °C durante o dia e 26+1 °C durante a noite, média de 300 umol
ms™ de radiagdo na altura das plantas e UR média de 40+8%).

Apbs a aclimatacdo as condi¢des da camara, foram estabelecidos os tratamentos. As plantas
dos grupos T1 e T2 permaneceram irrigadas diariamente com solucdo nutritiva e as plantas dos
grupos T3 e T4 receberam solucdo nutritiva acrescida de NaCl na concentracdo de 50 mM e
condutividade elétrica de, aproximadamente, 5,8 dS/m. Ocorreu suspensao de rega no 9° dia em T2
e T4. Portanto, as condi¢cdes de cultivo foram: T1= tratamento sem NaCl com rega continua
(estresse por temperatura); T2= tratamento sem NaCl com suspensdo de rega (estresse hidrico +
temperatura); T3= rega continua com solucdo salina (estresse salino + temperatura); e T4=
suspensdo de rega apds estresse salino (estresse salino + hidrico + temperatura).

O periodo experimental teve duracdo de 12 dias e o delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 6 x 4 (seis variedades e quatro condi¢des de cultivo), com quatro
repeticdes, sendo cada uma composta de uma planta por tubete. Para a analise estatistica foi
utilizado o programa Sisvar 5.3 (Ferreira, 2008) e aplicado o teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. Apds a coletada, parte do material vegetal foi imediatamente congelado em
nitrogénio liquido e mantido a -20°C até o processamento das analises.

O TRA foi determinado seguindo o método de Cairo (1995). Em cada repeticdo foram
retiradas seis amostras da regido central da folha, acondicionadas em gelo e rapidamente
transferidas para o laboratorio. A determinacdo da massa fresca (MF) foi realizada em balanca
analitica em um periodo de até duas horas ap0s a excisdo. Essas amostras foram entdo mantidas em
agua deionizada durante 24 h e ap6s remocdo do excesso de agua em papel filtro, foi obtido a massa

targida (MT). Apds isso, as amostras foram secas a 70 °C por 48 h (MS) para determinacdo da
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massa seca do tecido. Os valores do TRA foram determinados pela equacdo: (MF-MS)/(MT-MS) x
100.

O perdxido foi quantificado segundo protocolo de Alexieva et al. (2001). As amostras frescas
foram maceradas com TCA 0,1% na relacdo de 1 g/10 mL (w:v). As amostras foram centrifugadas a
10.000g por 15 min, a 4 °C. Do sobrenadante, foram retirados 200 uL. ao qual foram adicionados
200 puL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 800 uL de solugdo 1 M de iodeto de
potassio. As amostras permaneceram em gelo e no escuro durante uma hora. Apos este periodo, as
amostras foram retiradas do gelo e mantidas em temperatura ambiente para estabilizacdo da reacéo,
e em seguida foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 390 nm.

A peroxidacdo lipidica foi determinada de acordo com Health e Packer (1968), com
modificacbes. A reacdo foi determinada através da producdo de malondialdeido (MDA), um
metabolito reativo a acido 2-tiobarbitarico (TBA). Amostras bioldgicas foram maceradas em TCA
0,1% na proporcdo de 0,2 g/2mL de tampdo, juntamente com 20% de PVPP
(polivinilpolipirrolidona). Apds homogeneizacdo, a amostra foi centrifugada a 10.000g durante 5
min. Foi retirado do sobrenadante 0,25 mL e transferido para outro tubo juntamente com 1,0 mL de
solucdo contendo TCA 20% e TBA 0,5%. A mistura foi mantida em banho-maria a 95 °C durante
30 min e, em seguida, passou por rapido resfriamento por 10 min. Antes da leitura em
espectrofotdmetro a 535 e 600 nm, as amostras foram centrifugadas por mais 10 min a 10.000g.

Amostras congeladas foram maceradas e homogeneizadas com tampédo fosfato de potassio
100 mM (pH 7,5), 1 mM &cido tilenodiaminotetracético acido (EDTA), 3 mM de DL-ditiotreitol e
20% de polivinilpirrolidona sob temperatura de — 4 °C (Azevedo et al. 1998). O homogeneizado foi
centrifugado a 10.000 g durante 30 min e o sobrenadante foi separado em aliquotas e mantido
armazenado a —20°C até a determinagao da atividade enzimatica.

A concentragdo das proteinas totais foi determinada segundo o método de Bradford (1976),

utilizando-se o BSA (Bovine Serum Albumin) como padrdo. A reacédo foi realizada com adicdo de
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20 pL de amostra (previamente diluida) a 1 mL do reagente de Bradford e incubado a temperatura
ambiente por 5 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 595 nm.

A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por Havir e Mchale (1987) com
modificagdes conforme Azevedo et al. (1998). Em solucdo contendo 1 mL de tampéo fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5) e 25 pL de perdxido de hidrogénio (H.0,) a 1 mM. A reacdo foi iniciada
pela adicdo de 25 pL do extrato proteico e a atividade determinada seguindo-se a decomposi¢éo do
H,O, por 60 segundos, através das alteracbes a 240 nm, sob temperatura de 25 °C, em
espectrofotdmetro.

A atividade da APX foi determinada conforme descrito por Nakano e Asada (1981). O meio
de reagdo composto por 650 pL de tampao fosfato de potassio 80 mM (pH 7,5), 100 pL de
ascorbato 5 mM, 100 uL. de EDTA 1 M, 100 pL de H20, 1 mM e 50 uL do extrato protéico. A
atividade da APX foi determinada pelo monitoramento da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm,
a 30 °C, durante 60 segundos, em espectrofotémetro.

O protocolo foi padronizado de acordo com Giannopolitis e Ries (1977), Por esse método, é
determinada a inibicdo da reducdo do NBT (nitro blue tetrazolium) pelo extrato enzimatico,
evitando assim a formacédo do cromoéforo. A solucdo de reacdo (3 mL) foi constituida de 85 mM de
tampao fosfato (pH 7,8), 75 uM de NBT, 5 uM riboflavina, 13 mM de metionina, 0,1 mM EDTA e
50 ul de extrato enzimatico. A solugdo foi colocada em tubos de vidro e irradiada com luz branca
(lampada fluorescente de 15 W) por 5 min. Apos esse periodo de exposicao, a solucdo foi analisada

por espectrofotdbmetro a 560 nm.

Resultados e Discusséo

A maioria das variedades apresentou decréscimos significativos no TRA quando as plantas
foram submetidas ao estresse por elevada temperatura associado ao estresse hidrico (T2). Por outro
lado quando foi induzido o estresse térmico e salino simultaneamente (T3), apenas as variedades

RB 855453 e RB 855156 apresentaram reducdo no TRA. A intensidade e significancia dessa
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reducdo no TRA foi maior quando as plantas foram submetidas ao estresse triplo (térmico + hidrico
+ salino = T4). Neste tratamento (T4) foram observadas elevadas redu¢cdes no TRA, em torno de
35%, com excecdo das variedades RB 867515 e RB 855156 que apresentaram reducdes de apenas
17 e 22%, respectivamente. Na variedade RB 855453 a temperatura elevada pode ter causado
desidratacdo devido a perda rapida de agua nos tecidos (Figura 1).

Wahid e Close (2007) demonstraram que plantas de Saccharum officinarum (clone NCO-
310) sob condicdo de altas temperaturas (40/35 £ 1 °C) também exibiram diminuicdo do TRA,
reduzindo o contetdo hidrico na célula. Os valores apresentados, porém, foram semelhantes aos das
plantas controle ap6s 72 horas de tratamento, sugerindo que as plantas foram capazes de se ajustar
osmoticamente. Um comportamento estatisticamente semelhante ao controle foi observado nas
variedades RB 98710, RB 99395 e RB 867515 submetidas ao estresse combinado de alta
temperatura e déficit salino. Esse comportamento pode favorecer a tolerancia ao estresse salino
associado a altas temperaturas, uma vez que as plantas preservaram seu conteddo hidrico mantendo
valores de TRA semelhantes as plantas controle (Figura 1).

O peroxido de hidrogénio, como um forte oxidante provoca danos e atinge as funcdes
metabolicas no local onde se acumula (Foyer et al. 1997). Outras moléculas como radical hidroxila
(OH), oxigénio singleto (*O,) e superdxido (O27) podem também ocasionar efeitos diretos ou
indiretos na célula, como por exemplo, a peroxidacdo lipidica (Smirnoff 1993), que pode ser
indicada pelo aumento no nivel de MDA. Nas variedades de cana-de-acUcar estudadas ndo houve
correlacdo entre o teor de MDA e a concentracdo de H,O, em nenhuma das variedades (Figuras 2 e
3). Sabe-se que 0 'O, é uma ROS que se forma constitutivamente em organismos fotossintéticos,
mas que frequentemente pode ter sua produgdo aumentada devido & exposicdo a condicBes
ambientais adversas. A peroxidacgdo lipidica em folhas é quase exclusivamente mediada por essa

molécula (Triantaphylideés et al. 2008).
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O contetdo de MDA variou de acordo com a variedade e tipo de estresse. Resultados
semelhantes foram encontrados por Tayebimeigooni et al. (2012) que estudaram salinidade em
couve. A RB 99395 parece ser bastante sensivel a elevacdo de temperatura, pois altos niveis de
MDA foram observados no tratamento em que as plantas foram submetidas exclusivamente a este
estresse (T1) e elevados niveis de MDA foram mantidos constantes quando se fez a associa¢do do
estresse térmico ao salino e hidrico. Nas variedades RB 98710 e RB 966928, a elevacdo no
conteudo de MDA foi acompanhada por uma reducdo no TRA (Figuras 1 e 3) nas quais se observou
uma correlacdo negativa (r = -0,5705* e r = -0,5425*, respectivamente). Incrementos no teor de
MDA tém sido relacionados com estresse oxidativo e podem ser, dentre outros fatores, resultado de
insuficiéncia do sistema antioxidativo (Tayebimeigooni 2012).

Segundo Scandalios (2005), danos na membrana plasmatica podem estar relacionados a
liberacdo de eletrdlitos e morte celular, assim, a peroxidacdo tem sido usada como marcador na
selecdo de cultivares (Shao et al. 2005, Lata et al. 2011). A variedade RB 867515 apresentou 0s
niveis mais baixos de MDA nos tecidos das folhas sob estresse isolado e combinado (Figura 3). A
variedade RB 98710 manteve baixo o contetdo de MDA no estresse térmico (T1) e na combinacgéo
dupla do estresse térmico com o estresse hidrico ou salino (T2 e T3). Na combinacdo de estresse
triplo foi observado um aumento no contetdo de MDA. Baixos valores de MDA caracterizam
tolerancia em gendtipos de cana-de-agucar (Cia et al. 2012).

O sistema antioxidante, representado pela atividade enzimaética, apresentou diferencas
significativas nas respostas genotipica. A atividade da SOD deve estar associada a atividade da
CAT e/ou APX, pois o produto da acdo da SOD, considerada responsavel pela dismutacdo de O,™, é
0 H,0, cujo seu acimulo é tdo prejudicial quanto o O,". Neste estudo, foi observado que a atividade
da CAT apresentou correlagdo positiva com a da SOD, independente da tolerancia ou sensibilidade
nas variedades: RB 966928 (0,7884**), RB 855453 (0,8796**), RB 99395 (0,6593**) e RB

867515 (0,6518**).
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As enzimas APX e CAT, que comandam a eliminacdo de H,O,, possuem diferentes
afinidades por essa ROS. A APX tem alta afinidade (uM) e a CAT, baixa afinidade (mM) (Mittler
2002). Portanto, as APX podem eliminar H,O, que estdo inacessiveis a CAT, como no caso dos
cloroplastos (Foyer e Noctor, 2011). Os resultados deste trabalho indicaram a importancia do
aumento concomitante na atividade dessas duas enzimas na protecdo contra danos oxidativos. Na
RB 867515, a CAT e a APX apresentaram correlacdo positiva altamente significativa (0,8316**).
Comportamentos semelhantes a esses foram associados com tolerancia a seca em trigo (Sairam et
al. 1998) e a salinidade em cana-de-acucar (Willadino et al. 2011). O aumento ou a manutencédo da
atividade da APX e da CAT indicam a importancia dessas enzimas na desintoxicac¢do do H,O; e da
protecdo contra danos oxidativos (Cia et al. 2012).

O padrdo de resposta das variedades RB 966928 e RB 855453, por outro lado, mostram
claramente que cada gendtipo exibe diferentes respostas frente a mesma situacdo de estresse.
Ambas apresentaram maiores decréscimos nos niveis de TRA paralelo a incrementos nos niveis de
MDA, entretanto, na RB 966928 o sistema antioxidativo enzimético se manteve quase inalterado
em todos os tratamentos, enquanto que na variedade RB 855453, ocorreu uma elevada atividade da
CAT e da APX.

Em condic¢bes de estresse pode ocorrer uma diminuicdo no teor de proteinas em plantas, em
virtude do aumento da protedlise (Parida e Das 2005, Silveira et al. 2005). Em tais situacdes,
porém, geralmente ocorre aumento no teor proteinas especificas envolvidas na sinalizacdo de
respostas ao estresse ou na estabilizacdo das membranas celulares (Tester e Davenport, 2003). A
resposta mais comum das plantas submetidas a elevadas temperaturas é a expressao de proteinas de
choque térmico (HSPs), que também atuam na recuperacdo dos danos causados pelos estresses
térmico, osmético e por desidratacdo (Xiong et al. 2002). Foi relatado para cana-de-acUcar a

expressdao de outro grupo de proteinas conhecidas como deidrinas (DNHSs), elas possuem
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semelhancas na funcéo, fisiologia e estrutura com as HPS, o que fornece indicios de seu papel na
tolerancia ao calor em plantas (Wahid e Close 2007).

Neste trabalho, as plantas foram submetidas a estresse combinado de elevada com déficit
hidrico, com estresse salino ou com estresse hidrico + salino. A combinacdo dos trés estresses foi
que resultou em efeitos mais severos e prejudiciais ao desenvolvimento das plantas, como foi visto
pelo TRA que na maioria das variedades ficou abaixo de 58%. Destacaram-se a variedade RB
855156 que manteve um TRA de 66% e a RB 867515 com, aproximadamente, 70%. A variedade
RB 867515 apresentou além dos maiores valores de TRA os mais baixos teores de MDA, e foi
também a Unica variedade que apresentou correlacdo positiva entre todas as enzimas do estresse
oxidativo SOD, CAT e APX. Este comportamento enzimatico sincronizado da variedade RB
867515 foi eficiente na regulacdo e desintoxicacdo das ROS produzidas na célula vegetal, indicando
uma maior tolerancia dessa variedade aos diferentes tipos de estresse, isolados ou combinados,

quando comparada as demais variedades testadas.
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Figuras
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Figura 1. Teor relativo de 4gua (TRA%) em folhas de variedades de cana-de-a¢Ucar submetidas & elevada temperatura
(36/26+1 °C) associada ao estresse hidrico (T2), salino (T3) e multiplo (T4). No controle (T1) as plantas receberam rega
durante todo o periodo experimental. (Letras mindsculas iguais entre os genotipos no mesmo tratamento e maitsculas
entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo gendtipo nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade).
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Figura 2. Conteudo de H,O, (umol/g MF) em folhas de variedades de cana-de-agUcar submetidas & elevada
temperatura (36/26+1 °C) associada ao estresse hidrico (T2), salino (T3) e multiplo (T4). No controle (T1) as plantas
receberam rega durante todo o periodo experimental. (Letras mintsculas iguais entre os gen6tipos no mesmo tratamento
e mailsculas entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo gen6tipo ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade).
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Figura 3. Peroxidacdo lipidica expressa pelo contelido de MDA (pumol/g MF) em folhas de variedades de cana-de-
acucar submetidas a elevada temperatura (36/26x1 °C) associada ao estresse hidrico (T2), salino (T3) e multiplo (T4).
No controle (T1) as plantas receberam rega durante todo o periodo experimental. (Letras minUsculas iguais entre os
genotipos no mesmo tratamento e maidsculas entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo genétipo nao diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade).
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Figura 4. Atividade da SOD (U SOD mg prot.™) em folhas de variedades de cana-de-acticar submetidas & elevada
temperatura (36/26+1 °C ) associada ao estresse hidrico (T2), salino (T3) e multiplo (T4). No controle (T1) as plantas
receberam rega durante todo o periodo experimental. (Letras mindsculas iguais entre os genotipos no mesmo tratamento
e mailsculas entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo genétipo ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade).
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Figura 5. Atividade da CAT (umol min™ mg™ proteina) para folhas de variedades de cana-de-aclicar submetidas a
elevada temperatura (36/26+1 °C) associada ao estresse hidrico (T2), salino (T3) e multiplo (T4). No controle (T1) as
plantas receberam rega durante todo o periodo experimental. (Letras mindsculas iguais entre 0os gendtipos no mesmo
tratamento e mailsculas entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo genétipo néo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade).
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Figura 6. Atividade da APX (umol min™ mg™ de proteina) em folhas de variedades de cana-de-aclcar submetida a
elevada temperatura (36/26+1 °C) associads ao estresse hidrico (T2), salino (T3) e multiplo (T4). No controle (T1) as
plantas receberam rega durante todo o periodo experimental. (Letras mindsculas iguais entre 0s gendtipos no mesmo
tratamento e mailsculas entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo genétipo ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade).
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CAPITULO IV

CONSIDERACOES FINAIS
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Consideracgbes Finais

A maioria das variedades aumentou a atividade das enzimas antioxidantes
frente ao estresse isolado. Porém, o estresse multiplo foi mais severo, evidenciando
gue a combinacéo desses estresses causam maiores danos que podem, inclusive,

causar o colapso do sistema de defesa antioxidante;

A resposta do sistema de defesa antioxidante ao estresse hidrico variou em
funcéo do ambiente e das variedades analisadas. O estresse combinado aumentou
a peroxidacéo lipidica na maioria das variedades e em alguns casos também os

niveis de H,O5;

A variedade RB 867515 apresentou, tanto em condi¢cdes ambientais da Zona
da Mata quanto em condices ambientais que simulam as do semiarido, uma
controlada sincronia entre as enzimas antioxidativas, o que resultou na regulacéo e
desintoxicacdo das ROS produzidas na célula vegetal durante situacdes de estresse

caracterizando esta variedade como tolerante a estresses ambientais.
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ANEXOS
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ANEXO 1
Notice to contributors

BIOLOGIA PLANTARUM is an international journal for experimental botany. It
publishes original scientific papers and brief communications, reviews on specialized
topics, and book reviews in plant physiology, biochemistry, physiological anatomy,
ecophysiology, genetics, molecular biology and pathophysiology. Only papers
presenting generally valid findings are usually accepted. Papers should not be
published or under consideration for publication elsewhere.

The manuscripts in English should be prepared in electronic version (text in
MS Word for Windows, figures and photographs as JPG or TIF files). The authors are
strongly recommended to get their papers checked by a native English speaker to
avoid language inaccuracies. The manuscripts have to be submitted on-line (new
submission on new submission). Other correspondence should be sent to editorial
office by e-mail: biol.plant@ueb.cas.cz. Please, do not forget to use manuscript
number.

Every manuscript is reviewed by at least two reviewers familiar with the
relevant field of research, being from a different country or at least from different
institution from the author (one of them can be associate editor).

When accepted and at the date of issuing, the corresponding author receives
a PDF file with a final version of the paper free of charge.

FOLLOWING SECTIONS:

Original papers

Brief communications
Review articles

Book reviews
Announcements

Sl units and symbols
Examples of figure design
Most common abbreviations

ORIGINAL PAPERS

The length of a paper including figures, tables and references should not
exceed 12 pages (final size in the journal). The paper should be arranged as follows:

- Title
- Names and addresses of the author(s)
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- Abstract with additional key words
- Abbreviations

- Acknowledgements

- Introduction

- Materials and methods

- Results

- Discussion

- References

- Tables with a heading

- Figure legends.

The results and discussion might be joined together. Units, dimensions, terms,
symbols, abbreviations, etc., recommended by the Systeme International d'Unités
(SI) (see the section Sl units and symbols) should be used.

Line drawings should be surrounded by a frame which forms their axes. Grid
marks should point inwards. As far as possible, different curves should be individually
labelled. Alongside the scale of the ordinate and abscissa the quantity measured
should be given, followed by appropriate dimension in Sl units in brackets, e.g.:
TRANSPIRATION RATE [mg (H,0) m™ s7] (see the Examples of figure design).

Photographs must be of the press quality with a full range of tones and of
good contrast. Colour photographs are printed on authors' expenses (ca. 120 EUR
per page).

References in the text should contain the authors' names followed by the year
of publication, e.g. Amesz (1989) or (Luttge et al. 1989, Herbert and Nilson 1991).
References at the end of the paper should be arranged alphabetically (by authors'
names) (for abbreviations of journal titles see the section: Most common
abbreviations):

Scebba, F., Sebastiani, L., Vitagliano, C.: Activities of antioxidant enzymes during
senescence of Prunus armeniaca leaves. - Biol. Plant. 44: 41-46, 2001.

Tausz, M.: The role of glutathione in plant response and adaptation to natural stress.
- In: Grill, D., Tausz, M., De Kok, L.J. (ed.): Significance of Glutathione in Plant
Adaptation to the Environment. Pp. 101-122. Kluwer Academic Press, Dordrecht -
Boston - London 2001.

Koch, G.W., Mooney, A.A. (ed.): Carbon Dioxide and Terrestrial Ecosystems. -
Academic Press, San Diego - New York - Boston - London - Sydney - Tokyo -
Toronto 1996.

Gribova, Z.P., Antonovskil, V.L.: [Ultraviolet radiation effect on paramagnetic centres
of plant leaves and chloroplasts.] - 1zv. Akad. Nauk SSSR, Ser. biol. 1991(1): 51-58,
1991. [In Russ.]
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Titles of articles written in languages other than English are given only in English
translation (see the above example). However, book titles should be given also in the
original language.

Additional key words (10 or less) best characterizing the contents of article and
not contained in its title follow the abstract. The list of abbreviations in alphabetical
order is also necessary.

The length of a paper including figures, tables and references should not
exceed 12 pages (final size in the journal). The paper should be arranged as follows:
title, names and addresses of the author(s), abstract with additional key words,
abbreviations, acknowledgements, introduction, materials and methods, results,
discussion, references, tables with headings and figure legends. The results and
discussion might be joined together. Units, dimensions, terms, symbols,
abbreviations, etc., recommended by the Systéme International d'Unités (SI) (see the
section Sl units and symbols) should be used.

First page

Title fittingly describes the paper and it is as brief as possible. It is written in
lower case letters. Names of authors are in capitals (e.g. J. MARAS1, K.G. XUE2 and
W.-C. CHEN1*). Addresses are in italics and followed by respective numbers.

Abstract briefly describes the aim and all important results. Please, avoid of
discussion and speculations.

Additional key words (10 or less) best characterizing the contents of article
and not contained in its title follow the abstract. They are usually used in the Subject
Index. The list of abbreviations in alphabetical order is also necessary. After that, the
acknowledgements can be presented. Finally, corresponding author (marked by an
asterisk) should be indicated together with his/her fax and e-mail.

Introduction

The introduction should be a qualified short review of the problem referencing
most relevant papers on the subject. The goal of the paper should be outlined. After
the first use of a term with its abbreviation [e.g. net photosynthetic rate (Py)] use only
the abbreviation (Py) in the following text.

Materials and methods

A detailed and correct description of experimental conditions is a prerequisite
of reliable and reproducible results.

The names of plants should be given in full when appearing for the first time in
the manuscript (e.g. Picea abies [L.] Karst., Hordeum vulgare L. cv. Dvoran) and in a
shorter version in the following text (e.g. P. abies).

The conditions of plant growth in nature, greenhouse or growth chamber
should be described in detail. The ontogenetic stage of the plant should be also
mentioned.
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When presenting instruments or specific materials (chemicals) usually 4
parameters should be given: type, producer, town, state (e.g. Portable
Photosynthesis System LI-6400, LI-COR., Lincoln, NE, USA).

Statistical treatment should be described in detail. More than 3 replicates are
quite necessary for a reliable statistical treatment and hence at least 5 replicates are
recommended. Usually means and SD (standard deviation) or SE (standard error)
are evaluated. If statistical tests are performed, name of the tests and description of
the software used must be given. In case of a series of experiments, a note on
reproducibility of the trends or dependences should be given.

Results

All results obtained should be clearly described and logically arranged.
References to respective tables or figures should be in brackets after statement e.g.
(Table 1) or (Fig. 3A). Use subheadings only when the text is too long and
complicated. Avoid of discussion in Results when the both parts are not joined
together.

Discussion

Reasonable compromise between length and depth of discussion has to be
found to prevent futiie words or mere speculations. However, appropriate
comparisons of results obtained with those found previously should be presented.
Also if some unusual results appeared, they should be explained. Stimulating and
well based hypotheses also may be incorporated.

References

References in the text should contain the authors' names followed by the year
of publication, e.g. Amesz (1989) or (Luttge et al. 1989, Herbert and Nilson 1991).
References at the end of the paper should be arranged alphabetically (by the first
authors' name) and edited as exemplified below (for abbreviations of journal titles see
the section: Most common abbreviations):

Scebba, F., Sebastiani, L., Vitagliano, C.: Activities of antioxidant enzymes during
senescence of Prunus armeniaca leaves. - Biol. Plant. 44: 41-46, 2001.

Tausz, M.: The role of glutathione in plant response and adaptation to natural stress.
- In: Grill, D., Tausz, M., De Kok, L.J. (ed.): Significance of Glutathione in Plant
Adaptation to the Environment. Pp. 101-122. Kluwer Academic Press, Dordrecht -
Boston - London 2001.

Koch, G.W., Mooney, A.A. (ed.): Carbon Dioxide and Terrestrial Ecosystems. -
Academic Press, San Diego - New York - Boston - London - Sydney - Tokyo -
Toronto 1996.
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Gribova, Z.P., Antonovskii, V.L.: [Ultraviolet radiation effect on paramagnetic centres
of plant leaves and chloroplasts.] - 1zv. Akad. Nauk SSSR, Ser. biol. 1991(1): 51-58,
1991. [In Russ.]

Titles of articles written in languages other than English are given only in
English translation (see the above example). However, book titles should be given
also in the original language.

Tables and figures

The legends to Tables and Figures should be self-explanatory without
reference to a text. Meaning of the points or curves in the graphs (e.g. means) and
statistical bars (e.g. SD or SE) should be shown together with the number of
replicates (e.g. n = 10).

A single table should not exceed one printed page and it is written as real MS
Word table.

Line drawings should be surrounded by a frame formed by their axes. Grid
marks (ticks) should point inwards. As far as possible, different curves should be
individually labelled. Alongside the scale of the ordinate and abscissa the quantity
measured should be given, followed by appropriate dimension in Sl units in brackets,
e.g.: TRANSPIRATION RATE [mg(H.0) m? s™] (see the Examples of figure design).
The lettering should be in capitals, in Arial or a similar sans-serif type. Lettering for
labels and inside legends should be of a consistent size. The same holds for all
figures in the same paper. If possible, figures should be combined together and
signed as A, B, C, etc.

Photographs must be of the press quality with a full range of tones and of
good contrast. All photographs are usually arranged on one or two plates and
marked by A, B, C, etc., similarly as line drawings. Colour photographs are printed on
authors¢ expenses (ca. 150 EUR per page). Use the resolution of 200 dpi for gray
scale and colour photographs and 600 dpi for line drawings.

Please, check your figure style with recent issue of the journal and try to print
all figures to be sure that they are really of printing quality.

BRIEF COMMUNICATIONS

Papers not longer than 4 - 5 pages (final size in the journal) including abstract,
text, references, one table and one figure, or two figures, or two tables are usually
published more rapidly than the longer papers.
REVIEW ARTICLES

Short but comprehensive reviews with full bibliography are accepted after

preliminary discussion of the intended topics with the editors. Reviews should not
exceed 14 pages (final size).
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BOOK REVIEWS

Reviews of new books up to 1 page (final size in the journal) dealing with
experimental botany or related fields, sent to the Editor, are published as soon as
possible.

ANNOUNCEMENTS

The journal can publish announcements of conferences, symposia, etc. in the
respective fields on the organizers¢ expense. A limited number of advertisements on
the products used in plant experimental research can also be published on the
commercial base.
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ANEXO I

SUBMISSAO DE ARTIGOS

Versdo em portugués
CBAB - CROP BREEDING AND APPLIED BIOTECHNOLOGY
Instrugdes aos Autores
Politica geral e escopo da revista

A CBAB - CROP BREEDING AND APPLIED BIOTECHNOLOGY (ISSN 1518-
7853, versdo impressa, ISSN 1984-7033, versdao on line) - é a revista trimestral oficial da
Sociedade Brasileira de Melhoramento de Plantas (http://www.sbmp.org.br). O nome
internacional abreviado é CROP BREED APPL BIOTECHNOL. A revista estd
indexada na ISI Thomson Reuters, Scopus, AGRIS, CAB International Abstracts, Biosys,
Latindex, Periddica, Chemical Abstracts Service, Agricola, Agrobase, Wilson, Ebsco, DOAJ,
Acervo Documental da Embrapa and Portal da Capes e destina-se a publicacdo de artigos
cientificos originais que possam contribuir para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico do
melhoramento e da agricultura. Os artigos deverdo contemplar as pesquisas basica e aplicada
em melhoramento de plantas perenes e anuais, nas areas de genética, conservacdo de
germoplasma, biotecnologia, genémica, citogenética, estatistica experimental, sementes,
qualidade de alimentos, estresse biotico e abidtico, e areas correlatas. O artigo deve ser
inédito, sendo vetada a submissdo do mesmo a outro periddico. As opinides e conceitos
emitidos sdo de exclusiva responsabilidade dos autores, ndo refletindo necessariamente as
idéias da Editoria. A Editoria, porém se reserva o direito de sugerir ou solicitar as
modificacdes que se fizerem necessarias. A reproducdo completa ou parcial dos artigos €
permitida, desde que citada a fonte.

Informacéo para aquisicao

Para associar-se a Sociedade Brasileira de Melhoramento de Plantas ou adquirir
exemplares avulsos da CBAB envie e-mail para cbab@ufv.br.

Artigo

A CBAB publica artigo exclusivamente em inglés, porém faculta ao autor a
possibilidade de submeté-lo em portugués para, apos o aceite, providenciar a sua traducéo. O
onus da traducdo é de responsabilidade do autor, porém a CBAB recomenda que ela seja feita
por seu tradutor oficial. Contribuicbes sdo submetidas via WEB acessando
http://www.sbmp.org.br/cbab/siscbab/index.php,clicando Submission. O sistema de
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gerenciamento de artigos solicitara o e-mail do autor correspondente e a geracdo de uma
senha. Os manuscritos deverdo ser inseridos sem 0s nomes dos autores e seus enderecos,
0s quais deverdo ser disponibilizados em um formulario a parte. Como a CBAB opera
com revisao do tipo duplo cego, autores ndo devem revelar suas identidades no manuscrito.
Com seu e-mail e sua senha pessoal, o autor podera acompanhar toda a tramitacdo do seu
artigo. A avaliacdo do artigo serad feita por revisores ad hoc especialistas, para auxiliar a
Editoria quanto a decisao final de aceite, modificacdes ou rejeicdo do mesmo.

O artigo completo devera conter, preferencialmente, a seguinte sequéncia: title,
abstract, key words, introduction, material and methods, results and discussion,
acknowledgements, titulo, resumo, palavras-chave, references, and tables and black-and-white
figures. llustracdes coloridas serdo permitidas, porém com 6nus para 0 autor correspondente.
A digitacao devera ser feita em Word for Windows versédo 6.0 em diante, em fonte times new
roman, tamanho 12, espacamento duplo, formato A4, com margens de 20 mm e paginacao
consecutiva no topo a direita. O artigo ndo devera exceder a 18 paginas, incluindo tabelas e
figuras digitadas em péaginas separadas (uma por pagina) ao final do texto. O Titulo devera ser
claro, conciso e refletir a esséncia do artigo. Escrito com a inicial maidscula e posto a
esquerda, ndo deve conter mais de 15 palavras digitadas em times new roman 14, negrito. O
Abstract, tanto quanto o Resumo, ndo deve exceder a 150 palavras. Um maximo de cinco
palavras-chave, diferentes do titulo, sera permitido. A introducdo deve incluir uma breve
revisao de literatura sobre o tema e 0s objetivos da pesquisa. O Material e Método deve ser
redigido de modo que outro pesquisador possa repetir a experiéncia. Preferencialmente,
Resultados e Discussdo devem ser apresentados em conjunto, para maior dinamica de leitura.
Os agradecimentos devem ser sucintos, limitados a colaboradores efetivos e agéncias
financiadoras. O Resumo deve ser precedido do titulo do artigo em portugués.

Cuidado com as Referéncias. N&o citar resumos de eventos, tesese nem artigos ndo
publicados. Esses cuidados dardo maior credibilidade ao artigo e a revista. As citacdes feitas
no texto pelo sobrenome do autor e ano (por exemplo, Liu 1998, Pereira and Amaral Junior
2001, William et al. 1990) deverdo ser ordenadas alfabeticamente no item Referéncias,
seguindo os exemplos abaixo:

Artigos em periodicos:
Pereira MG and Amaral Janior AT (2001) Estimation of genetic components in popcorn
based on the nested design. Crop Breeding and Applied Biotechnology 1: 3-10.

Livro:
Ramalho MAP, Ferreira DF and Oliveira AC (2000) Experimentacdo em genética e
melhoramento de plantas. Editora UFLA, Lavras, 326p.

Capitulo de livro:
Sakiyama NS, Pereira AA and Zambolim L (1999) Melhoramento do café arabica. In: Borém
A (ed.) Melhoramento de espécies cultivadas. Editora UFV, Vicgosa, p. 189-204.
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Congresso:

Frey KJ (1992) Plant breeding perspectives for the 1990s. In: Stalker HT and Murphy JP
(eds.) Proceedings of the Symposium on Plant Breeding in the 1990s. CAB, Wallingford,
p. 1-13.

A CBAB publica ainda outras modalidades de trabalhos, todos submetidos ao crivo de
revisores ad hoc, do mesmo modo que 0s artigos.

Revisoes

As Revisdes, também limitadas a 18 paginas digitadas, serdo solicitadas pela Editoria a(os)
autor(es) consolidados nas pesquisas que envolvem o tema da revisdo. Elas serdo elaboradas
com o objetivo de lancar luz a um tema instigante que mereca uma anélise aprofundada sobre
0 seu estado-da-arte.

Notas

As Notas sdo limitadas a 12 péaginas digitadas e destinadas a informar pesquisas ou
observacdes novas, para as quais as ferramentas analiticas ndo se aplicam. Elas podem focar
tema de amplo interesse; relato curto de uma pesquisa original; relato de pesquisa
participativa; observacGes de especial interesse nas areas de pesquisa, ensino, extensdo;
lancamento de um novo software relacionado com a area de melhoramento.

Programas de melhoramento
Programas de melhoramento inovadores ou que se destaquem pela eficiéncia, impacto e/ou
continuidade poderdo ser retratados na CBAB, limitados a 18 paginas digitadas.

Lancamento de cultivares

Os novos cultivares merecerdo uma secdo especial pela importancia que representam para o
melhoramento e, por conseguinte, para a agricultura nacional. A se¢do Lancamento de novos
cultivares devera conter abstract, limitado a 50 palavras, palavras chaves, introducdo, métodos
de melhoramento utilizados, caracteristicas de desempenho, producdo de sementes basicas e
um minimo de referéncias, tabelas e figuras. Todo o texto ficara limitado a 12 péaginas
digitadas.

Resenha de livro

Esta nova secdo foi criada para anunciar novos livros relacionados ao melhoramento de
plantas. A contribuigdo para essa se¢do se dard mediante envio, pelo autor, de dois exemplares
da obra. O livro ser4 encaminhado para um revisor especializado, escolhido pela Editoria,
para elaborar a resenha.

Pontos de vista
Pontos de vista, assim como as revisoes, serdo elaborados para a CBAB a convite da Editoria,
para retratar temas de interesse dos melhoristas e da sociedade.



MORAIS, M. B. Acdo combinada de fatores abioticos de estresse em variedades de cana... 75

Cartas
Cartas breves, também de interesse geral, serdo aceitas para publicacdo. A Editoria se reserva
o direito de editar as cartas por limitacGes de espaco e clareza de exposicao.

Autores de artigps na CBAB - CROP BREEDING AND APPLIED
BIOTECHNOLOGY terdo como beneficios:

O Submissao e revisdo de artigos eletronicamente
O Répida publicacdo: tempo médio de 6 meses, em 2008
Q Artigos disponibilizados em pdf na WEB

Envie artigos acessando http://www.sbmp.org.br/cbab/siscbab/index.php clicando
em Submission

CBAB - Crop Breeding and Applied Biotechnology
Departamento de Fitotecnia
Universidade Federal de Vigosa
Campus Universitério
S/N36570-000 Vicosa - MG - Brasil
+55 31 3899-2611 - chab@ufv.br
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