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RESUMO

Estresses abidticos causam a reducao de produtividade na cana-de-agucar e limita a
expansao do cultivo no mundo. O melhoramento genético tem papel fundamental no
desenvolvimento de gendtipos com tolerancia superior, garantindo a segurancga
alimentar. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar
metodologias para selecdo precoce de familias de cana-de-agucar visando
tolerancia ao frio e ao déficit hidrico. Os testes de tolerancia ao frio foram
conduzidos na estacao experimental da Embrapa Clima Temperado, em Pelotas/RS,
enquanto de déficit hidrico na estacdo experimental da Universidade Federal do
Parana (PMGCA/UFPR/RIDESA), em Paranavai/PR. Foram avaliadas 21 familias de
irmaos completo de cana-de-acucar, sendo 13 comuns em todos os testes,
totalizando aproximadamente 6500 individuos. A primeira etapa de testes foi
conduzida em ambiente controlado no estadio inicial de desenvolvimento, simulando
os estresses em camara fria (frio) e em casa de vegetacao (déficit hidrico), definida
como “fase precoce”. A segunda etapa foi realizada a campo sob condi¢des naturais
de estresse, definida como “fase de validagcdo”. Em todos os experimentos foram
avaliados caracteres fisiolégicos e biométricos, sendo os principais teor de clorofila,
dano foliar e altura de planta. Foram estimados os componentes de variancia e os
valores genotipicos via modelos mistos (REML/BLUP), as correlagbes genéticas
entre variaveis e fases, bem como o indice de coincidéncia para selegao e descarte
de familias em fase precoce. Os resultados revelam elevada variabilidade entre e
dentro das familias para ambos os estresses nas diferentes fases. As familias
RB996962 x RB016916, RB996963 x RB92579 e RB867515 x RB92579 possuem
valores genotipicos superiores para tolerancia ao frio, enquanto que RB036152 x
SP93-3500, RB867515 x RB92579, RB996963 x RB92579, RB106802 x RB036088
e BJ7504 x RB835089 apresentam valores genotipicos superiores para rendimento
de acgucar associado a maior nivel de tolerancia ao déficit hidrico. Foram observadas
correlagdes genotipicas significativas entre as fases avaliadas, com indice de
coincidéncia geral médio superior a 70% para selegdo precoce de familias em
ambos os estresses. As metodologias utilizadas neste trabalho séo relevantes e
podem ser utilizadas como estratégia de selegcéo precoce no melhoramento genético
de cana-de-agucar para tolerancia ao frio e ao déficit hidrico.

Palavras-chave: Saccharum spp., tolerancia ao frio; tolerancia ao déficit hidrico;
estratégia de selecao; REML/BLUP.



ABSTRACT

Abiotic stresses reduce sugarcane productivity and limits the cultivation expansion
worldwide. Crop breeding plays a fundamental role with the development of
genotypes with superior tolerance, ensuring food security. In this sense, the objective
of this work was to develop and validate methodologies for the early selection of
sugarcane aiming cold tolerance and drought tolerance. The cold tolerance tests
were conducted at the Embrapa Clima Temperado experimental station, in
Pelotas/RS, while the drought tests took place at the experimental station of the
Universidade Federal do Parana (PMGCA/UFPR/RIDESA), in Paranavai/PR.
Twenty-one sugarcane full-sib families were evaluated, 13 of which were common in
all tests, totaling approximately 6500 individuals. The first stage of testing was
conduced in a controlled environment at the initial stage of development, simulating
stresses in a cold chamber (cold) and in a greenhouse (drought), defined as an “early
phase”. The second stage was carried out in the field under natural stress conditions,
defined as the “validation phase”. In all experiments, physiological and biometric
characters were evaluated, mainlychlorophyll content, leaf damage and plant height.
The variance components and the genotypic values were estimated via mixed
models (REML/BLUP), the genetic correlations between variables and phases, as
well as the coincidence index for selection and discard of families at an early stage.
The results reveal high variability between and within families for both stresses in the
different phases. The families RB996962 x RB016916, RB996963 x RB92579 and
RB867515 x RB92579 have higher genotypic values for cold tolerance, while
RB036152 x SP93-3500, RB867515 x RB92579, RB996963 x RB92579 and
RB106802 x RB106802 present superior genotypic values for sugar yield associated
with higher level of drought tolerance. Significant genotypic correlations were
observed between the evaluated phases, with an average general coincidence index
greater than 70% for early selection of families in both stresses. The methodologies
used in this work are relevant and can be used as an early selection strategy in the
sugarcane breeding for cold and drought tolerance.

Keywords: Saccharum spp.; cold tolerance; drought tolerance; selection strategy;
REML/BLUP.
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1 INTRODUGAO

A cana-de-agucar possui relevancia para seguranca alimentar por ser a
principal fonte de agucar, representando mais de 70% da producdo mundial, e nas
ultimas décadas tem expandido sua participacdo na matriz energética, contribuindo
com a geragao de energia renovavel a partir do etanol e cogeragao de eletricidade
(YADAV et al., 2020). E uma das principais espécies agricolas do mundo, sendo
cultivada em mais de 100 paises (FAOSTAT, 2018), destacando-se o Brasil com 8,4
milhdes de hectares, distribuidos em mais de 20 estados com diferentes condicdes
de solo e clima (CONAB, 2019).

As mudangas climaticas tem contribuido para o aumento da ocorréncia de
estresses abibdticos na agricultura, causando redug¢ao na produtividade dos cultivos e
limitado a expansdo das culturas em diversas regides do mundo, sendo
temperaturas extremas, déficit hidrico, alagamento, salinidade, deficiéncia
nutricional, suprimento subo6timo destes fatores e a interacdo entre estresses, os
eventos de maior impacto econémico (GILLIHAM; ABLE; RQOY, 2017). Considerando
que o cultivo de cana-de-agucar abrange regides tropicais e subtropicais (Yadav et
al., 2020), o frio e o déficit hidrico sao fatores limitantes para o desenvolvimento da
cultura.

A ocorréncia de baixas temperaturas e a formacdo de geadas (0 °C) é
considerado um estresse severo, pois causam danos irreversiveis e limitam praticas
de manejo que possam minimizar as perdas de produtividade e qualidade (EDME;
GLAZ, 2013). Estima-se que o cultivo de cana-de-agucar esta exposto a
temperaturas baixas prejudiciais em mais de 25% dos principais paises produtores
(LEGENDRE et al., 2011), sendo um estresse comum em muitas regides produtoras
de cana-de-agtcar no mundo além do Brasil, como a Louisiana, india, Australia,
Argentina e ocasionais na Flérida, México e Ira.

Os principais danos causados pelo estresse por frio sdo a redugao do teor
de clorofila e diminuicdo das taxas fotossintéticas (ZHANG et al., 2015). Neste
contexto, os componentes fotossintéticos e a membrana plasmatica sdo os tecidos
mais vulneraveis ao estresse pelo frio (LI et al., 2018), incluindo alteragcdes nos
complexos de pigmentos, estruturas dos cloroplastos destruidas, transporte de
elétrons e atividades enzimaticas reduzidas (LU et al., 2013). Quando os tecidos do
meristema apical e do colmo sdo danificados, ocorre proliferagdo de microrganismos

e assim a degradagdo microbiana, quimica e enzimatica de agucares, causando
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escurecimento da parte interna do colmo, reducéo da pureza, diminuigdo do pH e
aumento da acidez (EGGLESTON et al., 2004; LEGENDRE et al., 2011). Como fator
de resposta e estes danos, os mecanismos de tolerdncia ao frio podem ser
diferencialmente expressos nas folhas (TANG; LI; YANG, 2015), gemas laterais
(RASHEED et al., 2011) e colmo (EGGLESTON; LEGENDRE; TEW, 2004), os quais
podem estar associados a capacidade de aclimatagdo de cada gendétipo, sendo que
tal processo envolve uma série de complexas modificagdes moleculares (SHI; DING;
YANG, 2018), metabolicas (FURTAUER et al., 2019) e hormonais (EREMINA;
ROZHON; POPPENBERGER, 2016).

Além do frio, o déficit hidrico € um dos principais estresses abidticos que
reduz a produtividade dos cultivos (BASNAYAKE et al., 2012; COMINELLI et al.,
2013; FERREIRA et al., 2017). A cana-de-agucar € uma espécie com adaptagao
tropical, com rapido crescimento em condigdes nao restritivas, no entanto, o déficit
hidrico pode reduzir em até 60% a produtividade de massa seca (BASNAYAKE et
al., 2012). Apesar da cultura responder de maneira expressiva a irrigagao (LIU et al.,
2016), regides com menor disponibilidade para armazenamento de agua e
condigdes meteoroldgicas de extremo déficit hidrico, podem comprometer a irrigagao
em larga escala como fator de producéo.

O principal dano fisiolégico causado pelo déficit hidrico € a desidratagéo
celular, reduzindo o volume do vacuolo e do citosol, estimulando a producido de
espécies reativas de oxigénio (ROS), afetando negativamente a estrutura e o
metabolismo celular (BARTELS; SUNKAR, 2005). As respostas mais comuns ao
estresse hidrico na cana-de-agucar sdao o enrolamento foliar, fechamento
estomatico, indugdo ao crescimento radicular, inibicdo do crescimento do caule e da
folha, senescéncia e redugdo da area foliar (INMAN-BAMBER; LAKSHMANAN;
PARK, 2012). Os mecanismos de tolerancia estdo ligados a manutencdo da
condutancia estomatica, niveis altos de clorofila nas folhas, elevada taxa
fotossintética e redugédo da temperatura foliar (COMINELLI et al., 2013).

A utilizagdo de gendtipos tolerantes € uma das medidas mais eficazes para
minimizar os efeitos negativos do déficit hidrico (BASNAYAKE et al., 2012, 2015;
SILVA et al., 2008; HEMAPRABHA et al., 2013), bem como para estresse por frio
(EDME; GLAZ, 2013; HUANG et al., 2015; PEIXOTO; SAGE, 2017; TANG; LI;
YANG, 2015; VERISSIMO et al., 2020). Este cenario associado a expans&o agricola,
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demanda maior agilidade dos programas de melhoramento para liberagao de novos
genotipos.

O melhoramento genético da cana-de-agucar compreende varias etapas de
selecao, sendo necessario cerca de 13 anos para a obtencdo de uma nova cultivar
(BARBOSA et al.,, 2012; SHANTHI; HERMAPRABHA; ALARMELU, 2011). Além
disso, considerando as caracteristicas genéticas da cana-de-agucar e modelo de
cultivo semiperene, o melhoramento genético necessita de longos ciclos de selegao
e testes experimentais, sendo um processo oneroso com alta demanda de mao de
obra e custo (BARBOSA et al., 2012). O rendimento da cana-de-agucar no Brasil
teve um incremento superior a 60% nas ultimas cinco décadas, principalmente pelo
uso de novas variedades, no entanto, este aumento esta estagnado a alguns anos, o
que gera uma demanda nos programas de melhoramento para obtengcdo de novos
gendtipos em menor tempo, com adaptagbes especificas principalmente para
restricdes ambientais (YADAV et al., 2020).

Ao longo do tempo os programas de melhoramento objetivaram a selecao de
genodtipos com alto desempenho produtivo, com adaptabilidade a condigdes
ambientais favoraveis, culminando em baixos niveis de tolerancia a estresses
abidticos, no entanto, nos ultimos anos diversos esforgos tem sido direcionados para
o aumento da tolerdncia aos principais estresses que afetam a agricultura
(GILLIHAM; ABLE; ROY, 2017). Para isso, os principais desafios estdo acerca do
entendimento dos mecanismos de tolerdncia, ferramentas de avaliagdo de alta
escala, metodologias para conducdo de experimentos com estresse, definicdo de
caracteres alvo e estratégias de selecdo de gendtipos superioes (FERREIRA et al.,
2017).

A liberagdo de uma nova variedade de cana-de-agucar em menor espaco de
tempo tem sido buscada por diversos programas de melhoramento, direcionando-se
esforgcos principalmente em selegcao precoce e reducdo do numero de ciclos
seletivos (SANTCHURN; BADALOO, 2020). Neste contexto, a selegdo precoce
direcionada para as fases iniciais de desenvolvimento proporcionam avangos
substanciais na reducdo de tempo e custo. Especificamente para estresses
abidticos, estudos demostram a correlagdo genética da fase inicial de
desenvolvimento com fase adulta para caracteres de tolerancia, como déficit hidrico
em soja (PEIRONE et al., 2018) e em trigo (DODIG et al., 2015), bem como para
estresse por frio em sorgo (PARRA-LONDONO et al., 2018) e em arroz (PRADHAN
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et al., 2016), aumentando o ganho genético através da reducdo do tempo de
selecao.

Uma das estratégias para acelerar o melhoramento genético é realizar a
selegdo precoce em ambiente controlado, adotando técnicas de screening nas fases
iniciais de selecédo para direcionar os ensaios de campo. Estes testes permitem o
controle das condicbes ambientais, contornando os problemas de variabilidade
quanto a frequéncia e intensidade de estresses para condi¢des de campo. Na fase
inicial de desenvolvimento € possivel avaliar um numero maior de individuos em
menor espago fisico, tornando-se aplicavel para metodologias de condugdo em
ambiente controlado. Neste contexto, metodologias de condugao experimental,
visando a fenotipagem e selegdo em ambiente controlado tém avancado
substancialmente nos ultimos anos, visando maior controle das condigdes
ambientais e acelerar as fases de selecdo (WATSON et al., 2018). Além disso, em
ambiente controlado as técnicas de automacgéo para fenotipagem de alto rendimento
proporcionam a aquisicdo de um volume extenso de dados, gerando informacgdes
relevantes quanto a variabilidade genética de populagbes em condigdes de estresse
(HONSDOREF et al., 2014; NEGIN; MOSHELION, 2017; PEIRONE et al., 2018).

Diversos estudos foram conduzidos em ambiente controlado, avaliando
caracteres fisioloégicos e biométricos para tolerancia ao déficit hidrico (SILVA et al.,
2012; DINH et al., 2019; DU et al., 1996; GRACA et al., 2010; JANGPROMMA et al.,
2012; KHONGHINTAISONG et al., 2018; MACHADO et al., 2009; RIBEIRO et al.,
2013; ZHAO; GLAZ; COMSTOCK, 2013), bem como para tolerancia ao frio (DU;
NOSE; WASANO, 1999; FRIESEN et al., 2014; HALE et al., 2017; HUANG et al.,
2015; KAR et al., 2019; LI et al., 2018; SUN et al., 2017; TANG; LI; YANG, 2015;
WANG et al., 2016), no entanto, a maior parte destes estudos se limita a um numero
reduzido de gendtipos e sem a validagao com resultados de campo.

A inclusao de estratégias de selecado nas fases iniciais do melhoramento da
cana-de-acgucar, considerando a tolerdncia a estresses abidticos como fator de
selegdo, podera aumentar a frequéncia de individuos tolerantes nas populagdes em
fases subsequentes, contribuindo para a obtencdo de gendtipos com maior
adaptacao a condi¢gbes ambientas restritivas. Neste sentido, o objetivo geral deste
trabalho foi desenvolver e validar metodologias para selegdo precoce em cana-de-
acucar visando a tolerancia ao frio e ao déficit hidrico, tendo como objetivos

especificos: 1) avaliar familias de cana-de-agucar sob estresse de frio e déficit
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hidrico na fase precoce em ambiente controlado; 2) validar os resultados da fase
precoce com a tolerancia ao frio e ao déficit hidrico sob estresse em condi¢cao de
campo; 3) avaliar a eficiéncia da selegao precoce para tolerancia ao frio e ao déficit
hidrico em familias de cana-de-agucar; 4) estimar parametros genéticos de variaveis
fisiolégicas e biométricas em familias de cana-de-agucar para tolerancia ao frio e
para tolerancia ao déficit hidrico; 5) selecionar familias de cana-de-agucar com

maiores niveis de tolerancia ao frio e tolerancia ao déficit hidrico.
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2 CAPITULO I: SELECAO PRECOCE PARA TOLERANCIA AO FRIO EM CANA-
DE-ACUCAR

RESUMO

O estresse por frio afeta a produtividade e limita a distribuicdo geografica da cana-
de-agucar no mundo, sendo a selecdo de genotipos tolerantes uma contribuicao
importante para superar este problema. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver e validar uma metodologia para sele¢do em cana-de-agucar visando
tolerancia ao frio. Foram avaliados caracteres fisiolégicos e biométricos em 14
familias de irmaos completos de cana-de-acucar sob estresse de frio, para fase
precoce em ambiente controlado e fase de validacdo em condicao de campo.
Estimou-se os componentes de variancia e os valores genotipicos via modelos
mistos (REML/BLUP), as correlagdes genéticas entre variaveis e fases, bem como o
indice de coincidéncia para selecdo e descarte de familias em fase precoce. Foi
observada variabilidade genética entre e dentro das familias, destacando-se
RB996962 x RB016916, RB996963 x RB92579 e RB867515 x RB92579 com valores
genotipicos superiores para tolerancia ao frio. Existe alta correlagdo genotipica das
variaveis fisiologicas entre fase precoce e fase de validagédo. Foi observado maior
eficiéncia para o descarte de 30% das familias com valores genotipicos inferiores,
sendo o indice de coincidéncia entre fases de selecao de 87,5%. A metodologia
utilizada é eficiente para selecéo precoce de familias de cana-de-agucar visando a
tolerancia ao frio, portanto, apresenta potencial para utilizagdo nas primeiras fases

do melhoramento genético.

Palavra-chave: Saccharum spp., estresse abibtico, melhoramento acelerado,
estratégia de selecdo, REML/BLUP.
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EARLY SELECTION FOR COLD TOLERANCE IN SUGARCANE

ABSTRACT

Cold stress affects productivity and limits the geographical distribution of sugarcane
in the world, being the selection of tolerant genotypes an important contribution to
overcome this problem. In this sense, the objective of this work was to develop and
validate a methodology for early selection of sugarcane aiming cold tolerance.
Physiological and biometric characters were evaluated in fourteen full-sib sugarcane
families under cold stress, for early phase in a controlled environment and validation
phase in a field condition. The variance components and the genotypic values were
estimated via mixed models (REML/BLUP), the genetic correlations between
variables and phases, as well as the coincidence index for families selection and
discard at an early stage. Genetic variability was observed between and within
families, with emphasis on RB996962 x RB016916, RB996963 x RB92579 and
RB867515 x RB92579 with higher genotypic values for cold tolerance. There is a
high genotypic correlation of the physiological variables between the early phase and
the validation phase. Greater efficiency was observed for the discard of 30% of
families with lower genotypic values, with the coincidence index between selection
phases being 87.5%. The methodology used is efficient for early selection of
sugarcane families aimingcold tolerance, therefore, it has potential for use in the first

stages of breeding.

Keywords: Saccharum spp., abiotic stress, speed-breeding, selection strategy,
REML/BLUP.
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2.1 INTRODUCAO

O estresse por frio € um dos principais fatores que reduzem a produtividade
dos cultivos no mundo (CRAMER et al, 2011; JOHN et al., 2016). Baixas
temperaturas e a formagdo de geadas (=0°C) causam danos irreversiveis nos
tecidos vegetais, sendo considerado um estresse severo que limita as praticas de
manejo para manutencéo da qualidade e produtividade (EDME; GLAZ, 2013).

O cultivo de cana-de-agucar esta exposto a temperaturas baixas prejudiciais
em mais de 25% dos principais paises produtores (LEGENDRE et al., 2011), sendo
um estresse comum em muitas regides produtoras no mundo como Brasil,
Louisiana, India, Australia, Argentina e ocasionais na Flérida, México e Ird. E uma
espécie adaptada ao clima tropical, com baixa tolerancia aos estresses por frio,
sendo que temperaturas entre -2,5 a -5,0 °C causam a morte dos tecidos foliares
(BRINHOLI, 1972), entre 0,0 e -2,2 °C provocam danos nas gemas terminais e
danos letais no meristema apical e gemas laterais sdo observados com
temperaturas entre -2,8 e -3,9 ° C (EDME; GLAZ, 2013; HALE et al., 2016).

Os principais danos causados pelo estresse por frio sdo a redugao do teor
de clorofila e diminuigdo das taxas fotossintéticas, visto que em gendtipos sensiveis
estas redugbes sdo mais acentuadas (ZHANG et al., 2015). Neste contexto, os
componentes fotossintéticos e a membrana plasmatica sdo os tecidos mais
vulneraveis ao estresse pelo frio (LI et al., 2018), incluindo alteragées nos complexos
de pigmentos, estruturas dos cloroplastos destruidas, transporte de elétrons e
atividades enzimaticas reduzidas (LU et al., 2013). Quando os tecidos do meristema
apical e do colmo sao danificados, ocorre proliferagcdo de microrganismos € assim a
degradagdo microbiana, quimica e enzimatica de acgucares, causando
escurecimento da parte interna do colmo, reducédo da pureza, diminuicdo do pH e
aumento da acidez (EGGLESTON et al., 2004; LEGENDRE et al., 2011).

Considerando as caracteristicas de danos irreversiveis e perdas acentuadas,
a utilizagdo de gendtipos tolerantes € a medida mais eficaz para minimizar os efeitos
negativos causados por estresse de frio (EDME; GLAZ, 2013; HUANG et al., 2015;
PEIXOTO; SAGE, 2017; TANG,; LI; YANG, 2015; VERISSIMO et al., 2020). De modo
geral, ao longo do tempo os programas de melhoramento concentraram esforgos
para selecdo de gendtipos com alto desempenho produtivo e adaptabilidade a
condigbes ambientais favoraveis, culminando em baixos niveis de tolerancia a
estresses abidticos (GILLIHAM; ABLE; ROY, 2017). No entanto, devido a natureza
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genética complexa e ciclo semiperene, o melhoramento genético da cana-de-agucar
necessita longos ciclos de selegdo e testes experimentais, sendo um processo
oneroso com alta demanda de mé&o de obra e custo (BARBOSA et al., 2012). Neste
sentido, a selecdo de familias de cana-de-agucar sob estresse por frio é indicada
como ferramenta importante para a obtencdo de gendtipos com maior tolerancia
(KAR et al., 2019; VERISSIMO et al., 2018, 2020).

A reducado dos gastos de tempo e onerosidade laboral dos programas de
melhoramento de cana-de-acucar tém sido enfatizada nos ultimos anos, sendo a
selecdo precoce e a reducdo do numero de fases de selegcdo os métodos mais
destacados (SANTCHURN; BADALOO, 2020). Para selegéo precoce, considerando
a existéncia de correlagcdo genética entre fase inicial de desenvolvimento e fase
adulta, conforme reportado para sorgo (PARRA-LONDONO et al., 2018) e arroz
(PRADHAN et al., 2016), é possivel direcionar testes experimentais para fases
precoces de desenvolvimento, permitindo a avaliagdo de um numero maior de
individuos em menor espaco fisico, tornando-se aplicavel para as etapas iniciais dos
programas de melhoramento. Neste contexto, metodologias de condugéao
experimental e selecdo em ambiente controlado tém avancado substancialmente
nos ultimos anos, visando acelerar as fases de selegao e obter maior controle das
condigdes ambientais (WATSON et al., 2018). Para isso, as condi¢gées controladas
devem simular analogamente as condi¢ées naturais, considerando o periodo de
aclimatacdo, a intensidade e duracdao do estresse, os fatores principais que
influenciam na tolerancia a frio (KAZEMI-SHAHANDASHTI; MAALI-AMIRI, 2018).

Devido a sazonalidade de ocorréncia, duragao e intensidade de estresses
abidticos em condicdbes de campo, a simulacido desse estresse em ambiente
controlado é importante para padronizagédo e validagdo de metodologias (PARRA-
LONDONO et al., 2018; YU et al., 2004). Testes com a simulagcado de estresse por
frio tém sido realizados em cana-de-agucar (DU; NOSE; WASANO, 1999; FRIESEN
et al., 2014; HALE et al., 2017; HUANG et al., 2015; KAR et al., 2019; LI et al., 2018;
SUN et al., 2017; TANG; LI; YANG, 2015; WANG et al., 2016), no entanto, estes
estudos limitam-se a avaliagdo de um numero reduzido de gendtipos. Neste sentido,
0 objetivo do presente trabalho consiste em desenvolver e validar uma metodologia

para selecao precoce em cana-de-agucar visando tolerancia ao frio.
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2.2 MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Populagao

Foram utilizadas sementes botanicas de 14 familias de irmaos completos de
cana-de-agucar da série RB18 (Republica Brasil, Ano 2018), obtidas a partir de
hibridacdes realizadas na Estacao de Floracdo e Cruzamento da Serra do Ouro, em
Murici, Alagoas, pertencente a Universidade Federal de Alagoas (UFAL) (Tabela 1).

Tabela 1. Genitores utilizados para obtencdo de cruzamentos biparentais de cana-
de-agucar para avaliagao da tolerancia ao frio.

? <) ? 3
RB996962 X RB016916 RB965902 RB946903
RB016916 X RB006970 RB946903 RB006970
RB975952 X RB966229 RB966220 RB946903
RB867515 X RB92579 RB006970 RB965902
RB996963 X RB92579 BJ7504 RB835089

BJ7504 X RB106802 RB835089 RB006655
SP70-1143 X RB036088 RB006655 RB835089

Q: Genitor feminino; J': Genitor masculino

Apods o beneficiamento das sementes, estas foram encaminhadas a estagao
experimental da Embrapa Clima Temperado, em Pelotas, RS. Para cada
cruzamento, o total de sementes foi dividido em duas partes de 1,0 g cada,

formando assim as populagdes nas diferentes fases e ambientes avaliados.

2.2.2 Fase precoce (pre) em ambiente controlado — estresse simulado

Com uma das amostras de sementes, foi realizado o semeio no terceiro
decéndio de abril de 2019, em bandejas de poliestireno preenchidas com substrato
comercial marca Turfa Fertil®. Aos 10 dias apds a semeadura (DAS), foi realizada a
individualizacdo das plantulas para tubetes de polietileno, preenchidos com o
mesmo tipo de substrato. O periodo de desenvolvimento das plantulas,
compreendido entre o semeio até os 70 dias, foi conduzido em casa de vegetagao,

com temperatura controlada e irrigacao por aspersao automatizada (Figura 1).
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Figura 1. Fases de conducgao para selecao precoce de familias de cana-de-agucar
simulando estresse por frio em ambiente controlado. *DAS: dias ap6s semeadura.

Apos a fase de crescimento, as populagdes foram aclimatadas em ambiente
nao controlado por 20 dias, com temperaturas minima, média e maxima de 5,0, 12,5
e 23,0 °C, respectivamente. Estas condicbes ambientais sdo importantes para
aclimatacdo das plantas, induzindo os mecanismos naturais de tolerancia ao frio e
evitando o efeito de “choque térmico” durante a simulacéo de estresse. Os dados de

temperatura na casa de vegetagdo e no ambiente ndo controlado foram registrados
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utilizando um sensor meteorolégico data logger, marca Novus®, modelo LogBox-
THT _LCD, com intervalo de aquisicao de 10 minutos, instalado sobre o dossel das
plantas. A temperatura no interior da cémara de refrigeragdo foi monitorada
utilizando trés sensores termopares tipo K, constituidos de cromo e aluminio,
posicionados no dossel das plantas. Estes sensores foram acoplados a um
datalogger CR1000 com interface ao software PC200W (Campbell Scientific®),
configurado para aquisi¢gdo de dados em intervalo de 15 segundos.

As informagdes de temperatura registradas nos diferentes ambientes estao

apresentadas na figura 2.
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Figura 2. Temperatura minima, média, maxima e controlada durante o periodo de

crescimento, aclimatagao, estresse e recuperagdo para o screening precoce de

familias de cana-de-agucar visando tolerancia ao frio.
*Rec.: recuperagao pos-estresse; **Cresc.: crescimento pos-recuperagao.

Apos o periodo de aclimatacao, foi realizada a simulagao de estresse por frio
em camara de refrigeracao, contendo as seguintes especificagdes: container Reefer
40 pés High Cube, com medidas internas de 2,29 m (largura) x 2,50 m (altura) x
11,55 m (comprimento), totalizando 66,1 m>, com isolamento interno de poliuretano,
revestimento interno de aco inox e sistema de refrigeragdo Thermo King com motor
trifasico 15 CV (380 V), com faixa operacional de temperatura entre +25,0°C a -
25,0°C. No interior da camara de refrigeracao foi construida uma subcamara, com
dimensdes de 1,0 m (largura) x 2,0 m (altura) x 10,0 m (comprimento), com

estrutura de madeira e revestida com filme plastico de 200 ym. Esta estrutura tem
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por objetivo promover a troca gradual de temperatura entre a camara de refrigeracao
e 0 ambiente interno da subcamara.

No dia 21/08/2019 (91 DAS), as populagbes foram transferidas para a
camara fria as 0:00 horas, alocando-se as plantas dentro da subcédmara, no
delineamento de blocos casualizados com seis repeticdes, com parcela composta
por nove plantas. Antes de iniciar a reducdao de temperatura, foi realizada a
umidificagéo da superficie do dossel com borrifador manual para simular a formagéao
de orvalho, seguido do fechamento da subcamara.

A partir de 0:45 horas foi dado inicio a redugédo gradual na temperatura da
camara de refrigeragéo. Os testes foram conduzidos em auséncia de luz e com taxa
de resfriamento de 2,0°C por hora, controlado manualmente no display da camara
de refrigeracéao, até atingir - 2,5 °C as 6:00 horas, mantendo esta temperatura por 30
minutos, seguido do aumento gradual de temperatura na mesma escala. A umidade
relativa do ar foi mantida a 85% 5 durante a simulacado do estresse. Apds a camara
atingir a temperatura do ambiente externo as plantas foram conduzidas novamente
em ambiente ndo controlado por cinco dias, compreendendo o periodo de
recuperacao pos-estresse. Apos esta etapa, as populagdes foram conduzidas
novamente em casa de vegetagdo por 10 dias para avaliagdo do retorno de
crescimento.

Ao final do periodo de recuperacao (97 DAS, 5 dias pos-estresse), foram
realizadas as seguintes avaliagdes fisiologicas:
1 - Teor de clorofila (CLFpre, SPAD): avaliado no intervalo de 09:30 a 11:30 da
manha, na por¢gao mediana da folha +1 em todas as plantas, com auxilio de um
clorofildmetro portatil, modelo SPAD-502PIlus, marca Konica Minolta ®;
2 - Dano foliar (DNFpgre): avaliacdo visual de danos nas folhas classificando-se
como nota 1 (altamente tolerante) - plantas com auséncia de sintomas de dano por
congelamento, com folhas verdes e de aparéncia tenra; nota 2 (tolerante) — plantas
com sintomas leves de murchamento das folhas; nota 3 (medianamente tolerante) -
plantas com sintomas intermediarios de morte celular e murchamento presente em
todas folhas, com inicio de descoloracao foliar, porém com auséncia de folhas
secas; nota 4 (sensivel) — plantas com sintomas intensos de morte celular, folhas
jovens secas e com enrolamento foliar; nota 5 (altamente sensivel) — plantas com
sintomas severos de dano foliar por congelamento, com completa desidratagéo e

enrolamento de todas folhas (Figura 3);
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Figura 3. Escala de dano foliar por frio na fase inicial de desenvolvimento da cana-
de-agucar (Nota 1: altamente tolerante; 2: tolerante; 3: medianamente tolerante; 4:
sensivel; 5: altamente sensivel).

3 - Sobrevivéncia (SBVpge): classificagéo das plantas conforme nota de dano foliar,
associando valor “1” para plantas com DNFpre < 4 e valor “0” para plantas com
DNFpge = 5.

Apos as avaliagdes fisiologicas, foi realizada a poda drastica de todas as
folhas, com corte no ponto de ligagdo com a bainha foliar, objetivando retirar todas
as folhas secas. Aos 10 dias apos esta poda (106 DAS) foi realizada a avaliagdo das
seguintes variaveis biométricas:

4 - Altura de planta (ALTprg, cm): medida realizada da base da planta até a
insercao da folha +1, utilizando uma régua graduada em milimetros;

5 - Taxa de crescimento (TXCpre, mm dia™): medida realizada a partir da insercéo
da folha +1 até o final do primdrdio foliar de maior comprimento, expressa em

milimetros por dia.

2.2.3 Fase de validagao (vaL) em condigdo de campo - estresse natural

O experimento foi conduzido na Estacdo Experimental da Embrapa Clima
Temperado (31°39'41" S, 52°27'30" O e altitude de 50 m) em condigdo de campo.
Com a segunda amostra de sementes foi realizado o semeio no terceiro decéndio de
setembro de 2018, em bandejas de poliestireno preenchidas com substrato
comercial marca Turfa Fertil®. As plantulas foram produzidas em casa de
vegetacdo, com temperatura controlada para 28 °C e irrigagdo por aspersao
automatizada. Aos 10 dias apdés a emergéncia das plantulas, foi realizada a
individualizagdo das mesmas para tubetes de polietilieno, preenchidas com
substrato. Apos 75 dias de condugao em ambiente controlado foi iniciado o periodo

de aclimatacdo em ambiente natural por 40 dias sob tela sombreada (50%),
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terminado este periodo foi realizada a poda das folhas e transplante para o campo,
no terceiro decéndio de janeiro de 2019.

A area utilizada estava em pousio e foi previamente preparada com
dessecacgdo quimica, uma aragao e uma gradagem, realizando a corre¢cédo de acidez
do solo quatro meses antes do preparo, conforme analise quimica. As linhas de
plantio foram feitas com sulcador a uma profundidade de 0,3 m, com espagamento
entre linhas de 1,4 m, realizando adubagao de base no sulco com NPK (10-20-20)
na dose de 600 kg ha™, cobrindo com 0,2 m de solo. A implantacéo do experimento
foi realizada no delineamento de blocos ao acaso com seis repeticdes, sendo a
parcela experimental composta por uma linha de 4,5 m, com o transplante manual
de nove plantas por parcela, espagados 0,5 m entre si.

Para monitoramento das condicoes meteoroldgicas foram realizadas
medi¢des de temperatura minima, média, maxima (°C) e umidade relativa do ar (%),
utilizando um sensor meteorolégico data logger, marca Novus®, modelo LogBox-
THT_LCD, com intervalo de aquisicdo de 10 minutos, instalado no centro do
experimento com ajuste vertical semanal para manter na altura do dossel das
plantas. Os dados de precipitacdo foram coletados junto a Estacdo Meteoroldgica
Automatica da Embrapa Clima Temperado, a uma distédncia de 3 km da area
experimental.

A partir do més de agosto de 2019, apds a ocorréncia de eventos de geada,
foram realizadas as seguintes avaliagdes fisioldgicas e biométricas:
6 - Teor de clorofila (CLFya_, Indice SPAD): realizada no primeiro decéndio de
agosto, com medida tomada no intervalo de 09:30 as 11:30 da manha, realizada na
porcdo mediana da folha +3 do colmo principal da touceira, com auxilio de um
clorofildmetro portatil, modelo SPAD-502 Plus, marca Konica Minolta®;
7 - Dano foliar (DNFya): com a avaliagdo visual da proporgdo de dano por
congelamento das folhas, realizada no terceiro decéndio de julho de 2019, por um
unico avaliador, classificando-se como (Figura 4): Nota 1 (Altamente tolerante) -
plantas com todas folhas verdes; Nota 2 (Tolerante) - plantas com até 30% de folhas
secas; Nota 3 (Medianamente tolerante) - plantas com até 60% de folhas secas;
Nota 4 (Sensivel) - plantas com até 90% de folhas secas; Nota 5 (Altamente

sensivel) - plantas com todas as folhas secas (Figura 4);
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Figura 4. Escala visual de dano foliar por frio em cana-de-agucar (Nota 1: Altamente
tolerante; 2: Tolerante; 3: Medianamente tolerante; 4: Sensivel; 5: Altamente
sensivel). Fonte: Harter et al. (2020).

8 - Sobrevivéncia (SBVya.): classificagdo das plantas conforme nota de dano foliar,
associando valor “1” para plantas com DNFya. < 4 e valor “0” para plantas com
DNFyaL = 5;

9 - Dano no colmo (DNCya., %), medida realizada com o corte longitudinal do
colmo e medicdo do comprimento do dano (escurecimento) ao longo do colmo a
partir do meristema apical, utilizando uma régua graduada em milimetros, expressa
em proporcéao relativa ao comprimento total do colmo;

10 - Numero de colmos por touceira (NCTyaL), realizada a partir da contagem do
numero total de colmos por touceira com no minimo a folha +3 expandida;

11 - Diametro do colmo (DIAya, cm), medida realizada em trés colmos por
touceira, mensurado no terceiro entrené acima da superficie do solo, utilizando um
paquimetro digital;

12 - Altura de planta (ALTya., cm), medida realizada em trés colmos por touceira, a
partir da base do colmo até a insercéo da folha +1 (Dewlap), utilizando uma régua
graduada em centimetros;

13 - Massa média do colmo (MMCy,., kg), estimada adaptando-se a metodologia
proposta por Chang e Milligan (1992) e considerando o volume de um colmo igual ao

de um cilindro com densidade de 1 g cm™;
DIAya1\°
MMCVAL = |mT X (T) XALTVAL - 1000

Onde “n”: constante geométrica para estimar area do cilindro;



38

14 - Toneladas de colmos por ha (TCHya,, Mg ha™), estimada para cada individuo
conforme adaptacéo utilizada para determinagédo de MMCya, :
TCHya, = [(MMCya, X ALTya, X NCTya) + Al + 100
Onde “A”: area da parcela (1,4m x 0,5m = 0,7 m?);

15 - Teor de sélidos soluveis totais do caldo (BRIXya., °Brix), medida realizada no
terco médio de trés colmos por touceira, com auxilio de um calador para extragao do
caldo e leitura em refratdmetro digital portatil, marca Atago®, modelo Pal-1, com
compensacgao automatica da temperatura;
16 - Toneladas de Brix por ha (TBHya, Mg ha™): estimado a partir TCHya. e
BRIXvaL, sendo:

TBHy, = (TCHy,, X BRIXy4) 100

2.2.4 Analise de dados

Os graficos da analise descritiva foram elaborados com auxilio do software
SigmaPlot®, versao 14.0. As classes de dano foliar foram associadas a valores
conforme nivel de tolerancia, sendo a classe 1 (altamente tolerante) com valor 1,
sucessivamente, até classe 5 (altamente sensivel) com valor 5.

Os componentes da variancia e os parametros genéticos foram estimados
pela maxima verossimilhanca restrita (REML) e os valores genotipicos das progénies
pelo melhor preditor linear ndo viesado (BLUP). Os dados foram analisados via
modelos mistos, com o auxilio do programa SELEGEN REML/BLUP (RESENDE,
2016). Foi utilizado o modelo estatistico associado a avaliagao de familias de irméaos
completos obtidas sob cruzamento dialélico desbalanceado, genitores nao
aparentados e no delineamento de blocos ao acaso:

y=Xr +Za + Wp + Td+e

Em que “y” é o vetor de dados; “r” é o vetor dos efeitos de repetigao
(assumidos como fixos) somados a média geral; “a” € o vetor dos efeitos genéticos
aditivos individuais (assumidos como aleatérios); “p” € o vetor dos efeitos de parcela
(aleatorios); “d” vetor dos efeitos genéticos de dominancia associado a familias de
irmaos germanos (assumidos como aleatorios); “e” é o vetor de erros ou residuos
(aleatorios). As letras maiusculas representam as matrizes de incidéncia para os
referidos efeitos. Os parametros genéticos foram estimados conforme descrito por
Rodrigues et al. (2017).
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A associagao entre caracteres foi estimada via correlagdo de Spearman
utilizando os valores genotipicos (médias de familias estimadas via BLUP), sendo a
matriz de correlacédo avaliada através da rede de correlagcdes, elaborada com pacote
estatistico “qgraph” (EPSKAMP et al., 2012) no ambiente estatistico R (R CORE
TEAM, 2020).

A eficiéncia da selecao precoce foi validada a partir dos resultados da
experimentacdo de campo, simulando trés taxas de selegao (30, 50 e 70%). Apds a
definicdo do conjunto de familias selecionadas (S) e descartadas (D) em cada taxa
de selecgao, foi utilizada uma matriz de confusdo entre a fase precoce e fase de
validacao para estimativa do indice de coincidéncia (IC) de selegao (ICs), descarte
(ICp) e geral (ICg), adaptando-se a metodologia utilizada por Peternelli et al. (2018),
conforme tabela 2.

Tabela 2. Esquema da matriz de confusdo utilizada para determinacdo dos indices
de coincidéncia.

Fase de validagao

Selecao Total
S D
S* A B 2 AB
Fase precoce
D C D 2o
Total Y AC 2 BD 2 ABCD

*S: Familias selecionadas; D: Familias descartadas; A: Familias selecionadas na fase precoce e na
fase de validagéo; B: Familias selecionadas na fase precoce e descartadas na fase de validagao; C:
Familias descartadas na fase precoce e selecionadas na fase de validacao; D: Familias descartadas
na fase precoce e na fase de validagao; Y : Somatorio.

A estimativa dos IC foi determinada utilizando as informag¢des geradas a partir
da matriz de confuséao, sendo:

A
ICs (%) = 5— X 100
AB

D
ICy (%) = — X 100
CD

A+D
IC; (%) = x 100

ABCD
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
As condi¢des meteoroldgicas durante a conducéo do experimento de campo
foram caracterizadas por baixas temperaturas e ocorréncia de geadas nos meses de

maio, junho, julho e agosto (Figura 5).
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Figura 5. Condicbes meteoroldgicas diarias de temperatura (°C) minima, média,
maxima e chuva (mm) para o periodo de maio a agosto de 2019 observadas em
condigao de campo, Pelotas, RS. *Dias com temperatura minima <0°C (geada).

Foram observados 13 dias com temperatura negativa (geada) em condigao
de campo, com minima absoluta de -2,9 °C no més de julho. Nos meses de maio a
agosto registrou-se 21 dias com temperatura minima entre 0 e 5 °C, possibilitando a
ocorréncia de danos por frio na cana-de-agucar (EDME; GLAZ, 2013). Além dos
eventos de geada, entre julho e agosto também foram registradas temperaturas
maximas poximas a 30 °C e volumes de chuva expressivos, proporcionando
condicbes de intensificacdo dos danos através da acdo microbiana apés a
ocorréncia de  geadas (EGGLESTON; LEGENDRE; TEW,  2004).
Consequentemente, tais condicbes ambientais foram favoraveis para a avaliacéo da
tolerancia ao frio nas familias de cana-de-agucar em condicdo de campo (fase de
validagédo), bem como, associar estes resultados com as informacgbes obtidas em
ambiente controlado (fase precoce).

Em ambas as fases de avaliagao foi observada elevada variabilidade entre e
dentro das familias para dano foliar (DNF) e teor de clorofila (CLF) (Figura 6). Na
fase precoce, a familias RB016916 x RB006970 e RB966962 x RB016916
apresentaram 70% da populagdo com baixo nivel de dano foliar (nota 1 e 2). Nesta
variavel em condicdo de campo, as familias RB835089 x RB006655, RB016916 x
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RB006970 e RB996963 x RB92579 mostraram maior nivel de tolerancia, com mais

de 65% dos individuos classificados como tolerantes.
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Figura 6. Frequéncia de tolerancia por classe de dano foliar (DNF, Nota 1: altamente
tolerante; 2: tolerante; 3: medianamente tolerante; 4: sensivel; 5: altamente
sensivel) e distribuicdo dos teores de clorofila (CLF, SPAD) em 14 familias de cana-
de-acgucar avaliadas sob estresse por frio em ambiente controlado na fase precoce
(pre) € em condi¢cao de campo na fase de validagao (vaL). média.

Para CLF, maior parte das familias apresentou mediana acima de 28,0
SPAD na fase precoce e 15 SPAD na fase de validacdo, exceto RB966220 x
RB946903, RB946903 x RB006970 e RB965902 x RB946903 em ambos os

ambientes, assim como RB975952 x RB966229 na fase de validacao, apresentaram
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menor nivel de tolerancia ao frio. A avaliacdo do teor de clorofila tem sido utilizada
em estudos com estresse por frio em cana-de-agucar, representando uma variavel
importante para caracterizagdo de diferentes niveis de tolerancia (KAR et al., 2019;
Ll etal., 2018; TANG; LI; YANG, 2015; ZHANG et al., 2015).

As estimativas de herdabilidade no sentido restrito (h2) foram superiores a
0,25 para todas as variaveis avaliadas na fase precoce, com destaque para altura de
planta (ALTpre) € taxa de crescimento (TXCprg), com valores de 0,37 e 0,36,
respectivamente (Tabela 3).
Tabela 3. Componentes da varidncia por meio da maxima verossimilhanca restrita
(REML) para variaveis fisioldgicas e biométricas de 14 familias de cana-de-agucar

avaliadas sob estresse por frio em ambiente controlado na fase precoce (pre) € em
condicao de campo na fase de validacao (vac)-

Parametro* g2 o2 o2 h: +DP o} hw CVg(%) ACwm Média

’CLFpre 2575 0,14 6098 0,26 +0,08 13,01 0,78 13,53 0,88 26,66
DNFpre 0,37 0,00 0,72 0,28 0,08 0,19 0,76 16,40 0,87 2,65

SBVere 0,02 0,00 0,05 0,26 0,08 0,01 0,79 11,59 0,89 0,90
ALTpre 14,45 0,05 19,83 0,37 0,09 7,28 0,84 3595 092 7,50
TXCpre 028 0,00 039 0,36 0,09 0,94 0,83 34,68 0,91 1,08

CLFyaL 15,42 0,38 40,71 0,24 0,07 8,09 0,78 16,02 0,88 17,76
DNFyaL 0,16 006 0,30 0,28 0,08 0,14 0,89 13,47 0,94 2,81
SBVyaL 0,00 0,00 0,02 0,08 +0,04 0,00 0,61 3,12 0,78 0,98
DNCyaL 930 0,06 24,32 0,23 #0,08 4,71 0,73 3554 0,85 6,11
NCTyaL 0,79 0,07 14,69 0,05 0,03 046 0,50 6,71 0,71 10,15
DIAvAL 0,01 0,01 0,14 0,07 0,04 0,01 0,71 477 084 232
ALTyaL 81,83 0,49 266,16 0,22 0,07 41,41 0,82 9,32 0,90 69,08
MMCyaL 0,00 0,00 0,02 0,01 #0,010 0,00 0,68 12,03 0,82 0,31
TCHyaL 2,34 40,57 829,91 0,00 +0,01 41,74 0,66 13,57 0,82 47,62
BRIXvaL 270 001 29 0,40 0,10 1,36 0,84 11,51 0,91 10,14
TBHyaL 0,06 081 10,72 0,00 #0,01 0,84 0,71 17,27 0,84 5,30

*Variancia genética aditiva (o2) varidncia genética de domindncia entre progénies de irmaos
completos (g2); variancia residual entre parcelas (02); herdabilidade individual no sentido restrito —
efeitos aditivos (hZ); herdabilidade entre médias de progénies (h;,); varidncia genotipica entre
familias (0;); coeficiente de variagdo genético (CVg) e acurécia seletiva entre familias (ACtam). 'DP:
desvio padrao; ’CLF: teor de clorofila (SPAD); DNF: Dano foliar; SBV: sobrevivéncia; ALT: altura de
planta (cm); TXC: taxa de crescimento (mm dia'1); DNC: dano no colmo (%); NCT: numero de colmos
por touceira; DIA: didmetro do colmo (cm); MMC: massa média do colmo (kg); TCH: toneladas de
colmo p10r ha (Mg ha'1); BRIX: teor de solidos soluveis totais (°Brix) TBH: toneladas de Brix por ha em
(Mg ha™).

As herdabilidades entre médias de familias variaram de 0,76 a 0,84 na fase
precoce e de 0,50 a 0,89 para fase de validacdo, sendo superiores aos demais

coeficientes de herdabilidade para todas as caracteristicas avaliadas. Estes

resultados corroboram com demais estudos avaliando carcateres biométricos
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(BARBOSA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2013) e de tolerancia ao frio em familias
de cana-de-agucar (VERISSIMO et al., 2018) e em eucalipto (MORAES et al., 2016).
Isto indica que é possivel realizar a selegdo em nivel de familias, pondendo-se
combinar a selecédo entre e dentro, bem como explorar as combinacdes superiores
em proximas fases, avaliando-se um maior numero de individuos dentro destas
familias (OLIVEIRA et al., 2013; RESENDE; BARBOSA, 2006; VERISSIMO et al.,
2018).

A selecao em familias com valores genotipicos superiores tende a ser mais
eficaz na identificagdo da maior proporgédo de gendtipos promissores (SILVA et al.,
2015; OLIVEIRA et al., 2016), como também indicam o potencial de genitores para
recombinacdo em futuros cruzamentos a serem realizados no programa de
melhoramento (CASTRO et al., 2016).

Confirmando a existéncia de variabilidade na populagado, as estimativas do
coeficiente de variagdo genética (CVg) foram superiores a 11% para todas variaveis
fisiolégicas em ambas as fases de avaliagdo, com énfase para DNFpre € DNCya,
com CVg de 16,4 e 35,5%, respectivamente. Tais estimativas superam o limiar de
10%, considerado indicador de variabilidade genética entre progénies (RESENDE,
2002). Na fase precoce as variaveis ALTpre € TXCpre destacam-se com CVg
superior a 34,0%. Simulando estresse por frio em ambiente controlado, Kaiser e
Sacks (2015) observaram elevada variabilidade dentro e entre progénies de
Miscanthus em fase de plantula, indicando a aplicabilidade deste tipo de
metodologia para screening precoce.

Considerando a precisédo na inferéncia das estimativas dos parametros
genéticos, ressalta-se que os valores de acuracia seletiva (ACtay,) foram superiores a
0,71, visto que acima de 0,50 considera-se um indicador importante para eficiéncia
do processo de selecao (RESENDE; DUARTE, 2007). Inferindo sobre os
componentes de variancia para teor de clorofila (CLFpre € CLFyaL) € dano foliar
(DNFpre € DNFyaL), observa-se que as estimativas de variancia residual (¢2) na
fase de validacdo foram inferiores para ambas as variaveis analisadas, em

contrapartida, a variancia genotipica entre familias (o7) foi proporcionalmente
superior na fase precoce, refletindo em estimativas semelhantes de h? e hfnf, sendo

possivel selecionar e obter-se ganhos em ambas as fases. E importante enfatizar

que os testes em ambiente controlado padronizam as condigbes ambientais,
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contornando problemas observados nas avaliagdes convencionais de ensaios a
campo, como a variabilidade espacial e a sazonalidade dos eventos de estresse
(PARRA-LONDONO et al., 2018), dificultando a implementacdo destes testes como
rotina no melhoramento.

Em fase precoce oito familias apresentaram valores genotipicos superiores a
média geral para CLFprg, DNFpre € SBVpre, com ganho médio de 8,0% (Tabela 4).
Dentre este conjunto de familias, em condicdo de campo foi observado que
RB996962 x RB016916, RB016916 x RB006970, RB996963 x RB92579, RB867515
x RB92579 e RB006970 x RB965902 apresentaram valores genotipicos acima da
média geral para CLFya, DNFya. € SBVyaL, confirmando maior nivel de tolerancia
destas familias e a associag¢ao dos resultados entre fases de avaliagao. Para ALTpre
e TXCpre foi observado a superioridade de oito familias, com ganho de 12,1 € 9,6%,
respectivamente.

As familias RB966220 x RB946903, RB965902 x RB946903, RB946903 x
RB006970 e RB975952 x RB966229 apresentaram menor nivel de tolerancia ao frio
tanto em fase precoce quanto na validagdo, com valores genotipicos na ordem de
19,0, 22,7 e 13,3% inferiores a média geral para CLFprg, DNFpre € SBVpge,
respectivamente, repetindo este resultado para CLFya. € DNFya, com valores
genotipicos médios 16,0% inferiores, confirmando menor nivel de tolerancia destas
familias e a associacao dos resultados entre as fases avaliadas.

Na fase de validagdo observou-se superioridade nos valores genotipicos de
CLFyaL € DNFyaL para sete familias, apresentando maior nivel de tolerancia foliar e
um ganho médio de 11% em relacdo a média geral. Para DNCya., cinco familias
apresentaram maior tolerancia ao frio, indicando um ganho superior a 27%.
Associando estes resultados de tolerancia ao frio, observa-se que as familias
RB996963 x RB92579, RB996962 x RB016916 e RB867515 x RB92579
apresentaram conjuntamente maior nivel de tolerancia nas folhas e no colmo, com

ganho de 13,4, 8,2 e 28,1%, respectivamente para CLFya, DNFya. € DNCya,.
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O teor de clorofila esta correlacionado com demais variaveis fisioldgicas
como taxa fotossintética, conduténcia estomatica e eficiéncia no transporte de
elétrons, sendo considerada importante para caracterizagao da tolerancia ao frio em
cana-de-agucar (TANG,; LI; YANG, 2015). Entretanto, a tolerancia ao frio nos tecidos
do colmo é considerada relevante, pois gendétipos sensiveis necessitam de colheita
imediata apds a ocorréncia de geadas que causam a morte do meristema apical,
reduzindo a qualidade devido a agdo microbiana, inversao de agucares e aumento
da acidez (EGGLESTON et al., 2004; LEGENDRE et al., 2011).

Mesmo com tendéncia associativa observada entre CLFya. € DNCya., €
possivel que determinadas populacdes apresentem distintos mecanismos de
tolerancia envolvidos na atenuacado do estresse, diferencialmente expressos nas
folnas (TANG; LI; YANG, 2015), gemas laterais (RASHEED et al., 2011) e colmo
(EGGLESTON; LEGENDRE; TEW, 2004), os quais podem estar associados a
capacidade de aclimatagado de cada gendtipo, sendo que tal processo envolve uma
série de complexas modificagdes moleculares (SHI; DING; YANG, 2018),
metabolicas (FURTAUER et al., 2019) e hormonais (EREMINA; ROZHON;
POPPENBERGER, 2016).

Nos caracteres biométricos em condicdo de campo, nenhuma familia
apresentou conjuntamente valores superiores a média geral. Considerando
toneladas de brix por ha (TBHyaL) como caracter de maior relevancia agronémica,
observam-se seis familias com valores genotipicos superiores a média geral, com
ganho médio de 12,6%. Dentre este grupo de maior potencial produtivo, RB996962 x
RB016916 e RB867515 x RB92579 também apresentam superioridade para todas
variaveis de tolerancia ao frio.

Os valores médios observados para as variaveis biométricas em condi¢cao
de campo foram inferiores aos observados no estudo de Verissimo et al. (2018) sob
estresse de frio, bem como de Barbosa et al. (2014), Silva et al. (2015) e Oliveira et
al. (2013) em condigbes de auséncia de estresse abidtico. Este fato se deve pela
idade das plantas no momento de avaliagéo (oito meses) e pelo severo estresse de
frio, o que permitiu avaliar com maior precisao a tolerancia ao frio e obter um
direcionamento do potencial produtivo das familias avaliadas. Considerando a ampla
janela de plantio na regido Sul do Brasil, os plantios precoces (janeiro a margo) ou

tardios (outubro a dezembro) acarretam na coincidéncia desta fase de crescimento
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vegetativo intenso (6 a 8 meses) com o estresse por frio, sendo uma importante fase
para avaliar caracteristicas de tolerancia.

As correlagdes genotipicas foram de média a alta magnitude entre variaveis
e fases de avaliagdo, conforme rede de correlagdes (Figura 7). As variaveis
avaliadas em fase precoce apresentaram correlagdo genotipica moderada a forte
entre si, com destaque para DNFpre X SBVpre € ALTpre X TXCprg, cOmM
posicionamento proximo e linhas espessas. Neste contexto, no grupo de variaveis
avaliadas na fase de validagao, ressalta-se a associacdo de DNFya. com CLFya_ €
de TCHya. com MMCya. (massa média do colmo), DIAya. (didmetro do colmo) e
TBHVAL.

@ Fase precoce- variaveis fisiologicas (O Fase de validagéo - variaveis fisiologicas

@ Fase precoce - varidveis biométricas © Fase de validagao - variaveis biométricas
Figura 7. Rede de correlagdes genotipicas para variaveis fisiolégicas e biométricas
de 14 familias de cana-de-agucar avaliadas sob estresse por frio em ambiente
controlado na fase precoce (pre) € em condi¢ao de campo na fase de validagao (vaL).
As linhas verdes representam correlagdes positivas enquanto linhas vermelhas
representam correlagcdes negativas. A espessura da linha €& proporcional a

magnitude da correlagdo. * CLF: teor de clorofila (SPAD); DNF: Dano foliar; SBV: sobrevivéncia;
ALT: altura de planta (cm); TXC: taxa de crescimento (mm dia'1); DNC: dano no colmo (%); NCT:
numero de colmos por touceira; DIA: didmetro do colmo (cm); MMC: massa média do colmo (kg);
TCH: toneladas de colmo por ha (Mg ha'1); BRIX: teor de sdlidos soluveis totais (°Brix) TBH:
toneladas de Brix por ha em (Mg ha™).
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A associacdo entre caracteres biométricos em condicdo de campo foi
semelhante ao estudo de Espésito et al. (2012), onde as variaveis NCTya., DIAyaL €
ALTyaL apresentam relacdo direta com TCHya, com destaque para NCTya. com
maior coeficiente de correlagao para TCHya., sendo assim uma importante variavel a
ser considerada no processo de selecao para rendimento de colmos. Espdsito et al.
(2012) observaram correlagdo genotipica de 0,76 a 0,95 entre NCTya. € TCHuyal,
enquanto Silveira et al. (2016) obtiveram correlagao de 0,47, semelhante a tendéncia
observada em nosso estudo. Tena; Mekbib; Ayana (2016) observaram correlagcéao
positiva porém n&o significativa entre BRIX x TCH, coincidindo com nossos
resultados. Ressalta-se que os valores de correlagcdo dependem das caracteristicas
genéticas das populagdes avaliadas, podendo assim variar entre estudos.

A associagao entre as fases foi observada em maior magnitude para as
variaveis fisiolégicas de tolerancia ao frio, com destaque para correlagbes
genotipicas de CLFprg com CLFya. € SBVpre com DNCya, indicando que a
metodologia adotada para simulagdo de estresse em ambiente controlado
reproduziu resultados satisfatérios quanto a representatividade do estresse em
condigao de campo.

Houve forte associagdo genotipica entre dano foliar e teor de clorofila, em
ambas as fases de avaliacdo, apontando que a escala visual de dano foliar
apresenta potencial de aplicagcdo no processo de selegcdo. Neste sentido,
considerando o baixo custo e agilidade para avaliagdo, esta variavel pode ser
explorada como caracter de selecdo nas fases inicias do programa de
melhoramento. Em estudo de campo, Verissimo et al. (2018) sugere o uso de
escalas de dano para selecdo de familias de cana-de-acucar em condi¢des de
estresse por frio. Escalas de dano foliar também tém sido utilizadas para
caracterizagcao da tolerancia ao frio em Miscanthus spp., com aplicabilidade para
testes em ambiente controlado e campo (KAISER; SACKS, 2015; ZUB et al., 2012).

O indice de coincidéncia geral (ICg) médio para a selegdo via CLFpge,
DNFpre € SBVpre foi de 65,5, 76,2 e 76,2%, respectivamente (Tabela 5). Para as
diferentes taxas de selegao (TS), o IC¢ foi de 53,6, 71,4 e 92,9%, para TS de 30, 50
e 70%, respectivamente, confirmando que a selegao precoce pode ser utilizada com

eficiéncia, retornando vantagens como redugao de custo e ganho de tempo.
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Tabela 5. indice de coincidéncia (IC, %) para selegdo (ICs), descarte (ICp) e geral
(ICg) entre fase precoce (pre) € fase de validagao (vaL) para variaveis fisioldgicas de
14 familias de cana-de-agucar sob estresse de frio.

Taxa de selecdo (%)

Selecao 30 50 70

ICs ICp ICg ICs ICp ICs ICs ICp ICs

" 'CLFya. 50,0 20,0 28,6 71,4 71,4 71,4 100,0 100,0 100,0
LEE DNFy,. 50,0 20,0 28,6 71,4 71,4 71,4 90,0 75,0 85,7
%) SBVya. 50,0 20,0 28,6 85,7 857 85,7 100,0 100,0 100,0
DNCya. 0,0 60,0 429 57,1 57,1 57,1 90,0 75,0 85,7

., CLFua 250 70,0 57,1 71,4 71,4 71,4 100,0 100,0 100,0
f DNFy,. 50,0 80,0 714 71,4 71,4 71,4 90,0 75,0 85,7
% SBVya. 25,0 70,0 57,1 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
DNCya. 25,0 70,0 571 57,1 57,1 57,1 90,0 75,0 85,7

" CLFya. 50,0 80,0 71,4 71,4 71,4 71,4 100,0 100,0 100,0
>EE DNFy,. 50,0 80,0 714 71,4 71,4 71,4 90,0 75,0 85,7
% SBVya. 50,0 80,0 714 57,1 57,1 57,1 100,0 100,0 100,0
DNCya. 25,0 70,0 57,1 71,4 71,4 71,4 90,0 75,0 85,7

*As taxas de selecdo de 30, 50 e 70% representam respectivamente a selecao de 4, 7 e 10 familias
com base nos valores genotipicos preditos em cada variavel. 'CLF: teor de clorofila (SPAD); DNF:
Dano foliar; SBV: sobrevivéncia; DNC: dano no colmo (%).

Foi observada maior coincidéncia para identificar as familias de menor nivel
de tolerancia (ICp), com valor médio de 87,5%. Nesta comparagao, destaca-se que
todas as variaveis avaliadas em ambiente controlado apresentaram 100% de
coincidéncia para identificacdo de 30% das familias com menor valor genotipico de
CLFvaL e SBVyaL. Segundo Apiolaza (2009), técnicas de screening podem ser
favoraveis para selecdo precoce visando eliminar populacbes com baixo valor
genético.

O conjunto de familias que apresentou maior sensibilidade ao frio em
ambiente controlado também tiveram menor nivel de tolerancia a campo, indicando
a alta eficiéncia desta metodologia para screening precoce. Yu et al. (2004)
observaram elevada associagdo da tolerancia ao frio em sorgo (Sorghum bicolor)
entre camara de crescimento e condicdo de campo, indicando que testes em
ambiente controlado podem ser utilizados como um método alternativo ou de pré-
selegcdo. Neste sentido, uma metodologia que possibilite a identificagdo e exclusao
de 30% das populagbes de menor nivel de tolerancia, representa um ganho
substancial de tempo e reducédo de custos nas avaliagbes de campo, garantindo

maior agilidade ao programa de melhoramento.
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A elevada magnitude de correlagao e dos indices de coincidéncia, entre as
diferentes fases avaliadas, apontam a alta eficiéncia da metodologia utilizada.
Ressaltando a selegdo precoce, a correlagdo genética entre fase de pléantula e
planta adulta para tolerancia ao frio foi relatada em sorgo (PARRA-LONDONO et al.,
2018) e em arroz (PRADHAN et al., 2016). A partir disso, € possivel direcionar testes
experimentais para fases iniciais de desenvolvimento, permitindo a avaliagdo de um
numero maior de individuos em menor espaco fisico, tornando-se aplicavel para as
etapas iniciais de melhoramento, principalmente quando objetiva-se simular
estresses em ambiente controlado.

As metodologias experimentais conduzidas em ambiente controlado podem
ser adaptadas para plataformas de fenotipagem automatizadas, utilizando técnicas
como analise de imagens e sensores capazes de predizer caracteristicas fisioldgicas
de interesse para selecdo (HUMPLIK et al., 2015), sendo assim importante a
validagao de testes precoces neste ambiente com resultados de campo. Para isso,
as etapas metodoldgicas conduzidas em ambiente controlado devem simular o mais
proximo possivel as condigdes de campo, considerando para o estresse de frio
principalmente os fatores de aclimatagédo, intensidade e duragdo de estresse,
conforme adotados neste trabalho, resultando na alta associagdo dos resultados

entre as fases e ambientes de avaliagao.

2.4 CONCLUSOES

Ha variabilidade genética entre e dentro das familias de cana-de-agucar para
as diferentes fases avaliadas, sendo RB996962 x RB016916, RB996963 x RB92579
e RB867515 x RB92579 superiores para valores genotipicos de tolerancia ao frio.

Os indices de coincidéncia indicam o descarte de familias com baixo nivel
de tolerancia na fase precoce. A metodologia utilizada é eficiente para a selegao

precoce sendo sua utilizacdo recomendada no melhoramento.
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3 CAPITULO II: SELECAO PRECOCE PARA TOLERANCIA AO DEFICIT
HIDRICO EM CANA-DE-ACUCAR

RESUMO

A demanda crescente por gendtipos com tolerdncia ao déficit hidrico exige a
definicao de estratégias de selegdo e maior agilidade do melhoramento genético.
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar uma metodologia
de selecdo precoce em cana-de-agucar para tolerancia ao déficit hidrico. Foram
avaliadas 20 familias de irmaos completos de cana-de-acucar sob condi¢cdes de
déficit hidrico, a partir de caracteristicas fisiologicas e biométricas obtidas em
ambiente controlado na fase precoce e em condicdo de campo para validacao da
metodologia. Os componentes de variancia e os valores genotipicos foram
estimados via modelos mistos (REML/BLUP), as correlagbes genéticas entre
variaveis e fases, bem como o indice de coincidéncia para selegdo e descarte de
familias na fase precoce. Foi observado variabilidade genética para tolerancia ao
déficit hidrico entre e dentro das familias para fase precoce e de validagao, sendo
que RB036152 x SP93-3500, RB867515 x RB92579, RB996963 x RB92579,
RB106802 x RB036088 e BJ7504 x RB835089 apresentam valores genotipicos
superiores para rendimento de acgucar associado a maior nivel de tolerancia ao
déficit hidrico. Os caracteres avaliados na fase precoce possuem alta correlagao
genotipica com as variaveis fisioldgicas de tolerancia ao déficit hidrico na fase de
validagao. Considerando a sobrevivéncia sob condi¢cao de estresse na fase precoce,
o indice de coincidéncia geral foi superior a 75% para a selegao de familias com
valores genotipicos superiores para tolerancia ao déficit hidrico na fase de validagéo.
A metodologia utilizada é eficiente para o screening precoce de familias de cana-de-

agucar visando a tolerancia ao déficit hidrico.

Palavra-chave: Saccharum spp.; estresse abidtico; melhoramento genético;
melhoramento acelerado; REML/BLUP.
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EARLY SELECTION FOR DROUGHT TOLERANCE IN SUGARCANE

ABSTRACT

The growing demand for genotypes with drought tolerance requires the definition of
selection strategies and greater agility of breeding programs. In this context, this
work aimed to develop and validate a methodology for the early selection of
sugarcane for drought tolerance. Twenty full-sib sugarcane families were evaluated
under drought conditions, based on physiological and biometric characteristics
obtained in controlled environment at an early stage and in field condition to validate
the methodology. The variance components and the genotypic values of the families
were estimated via mixed models (REML/BLUP), the genetic correlations between
variables and phases, as well as the coincidence index for selection and discard of
families at an early stage. Genetic variability was observed for drought tolerance
between and within families for the early and validation phase. The families
RB036152 x SP93-3500, RB867515 x RB92579, RB996963 x RB92579, RB106802
x RB036088 and BJ7504 x RB835089 have higher genotypic values for sugar yield
associated with a higher level of drought tolerance. The characters evaluated in the
early phase have a high genotypic correlation with the physiological variables of
drought tolerance in the validation phase. Considering survival under stress condition
at an early stage, the general coincidence index was greater than 75% for families
selection with higher genotypic values for drought tolerance in the validation phase.
The methodology used is efficient for the early screening of sugarcane aiming

drought tolerance.

Key-words: Saccharum spp.; abiotic stress; crop breeding; speed breeding;
REML/BLUP.
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3.1 INTRODUCAO

O deficit hidrico é o estresse de maior relevancia para agricultura, reduzindo
a produtividade e a expansdo de diversas culturas no mundo (GILLIHAM; ABLE;
ROY, 2017). Para cana-de-agucar, estima-se que mais de 60% da area cultivada
estda exposta ao déficit hidrico (GOMATHI et al.,, 2020), sendo uma das mais
relevantes perdas econbmicas para o setor sucroenergético (BASNAYAKE et al.,
2012).

A restricdo hidrica na cana-de-agucar compromete diversos processos
fisiologicos, causando alteragdes bioquimicas, anatdmicas e morfologicas (SILVA;
GERONIMO; SANTOS, 2020). Deste modo, ocorre a redugao da divisao celular,
numero de folhas verdes, area foliar, taxa de alongamento de folhas e colmos,
emissao de novos perfilhos e acumulo de matéria seca, acarretando em menor
rendimento final (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005). Para as caracteristicas
fisiologicas, o déficit hidrico causa reducédo do conteudo de agua na folha,
diminuicdo e degradagdo do teor de clorofila, reducdo da transpiracédo e
consequentemente limita a taxa fotossintética (BASNAYAKE et al., 2015; SILVA et
al., 2011; SILVA; GERONIMO; SANTOS, 2020).

A tolerancia ao déficit hidrico em cana-de-agucar esta associada a respostas
como enrolamento foliar, fechamento estomatico, indugao ao crescimento radicular,
inibicdo do crescimento do caule, senescéncia e redugdo da area foliar (INMAN-
BAMBER; LAKSHMANAN; PARK, 2012). Estes mecanismos de tolerancia estao
ligados ao controle da condutancia estomatica, niveis altos de clorofila, elevada taxa
fotossintética e redugao da temperatura foliar (COMINELLI et al., 2013).

Os processos bioquimicos envolvidos na resposta ao estresse sao
complexos e ocorrem em cascata, iniciado pela percepcao, transducio de sinal e a
expressao génica, sustentando todas as respostas morfoldgicas, fisioldgicas e
bioquimicas das plantas ao estresse (GILLIHAM; ABLE; ROY, 2017). Estes
mecanismos sdo controlados por uma série de genes e sinalizadores de estresse,
diferencialmente expressos em cada gendtipo (FERREIRA et al., 2017). Neste
sentido, uma das maneiras mais eficazes de minimizar os efeitos negativos do déficit
hidrico é a utilizacdo de gendtipos tolerantes (GOMATHI et al., 2020), o qual pode
ser obtido com diferentes estratégias de sele¢cdo no melhoramento.

O melhoramento genético da cana-de-agucar compreende varias etapas de

selecao, sendo necessario cerca de 13 anos para a obtencdo de uma nova cultivar



60

(BARBOSA et al.,, 2012; SHANTHI; HERMAPRABHA; ALARMELU, 2011). Além
disso, considerando as caracteristicas genéticas da cana-de-agucar e modelo de
cultivo semiperene, o melhoramento genético necessita de longos ciclos de selegao
e testes experimentais, sendo um processo oneroso com alta demanda de méao de
obra e custo (BARBOSA et al., 2012). O rendimento da cana-de-agucar no Brasil
teve um incremento superior a 60% nas ultimas cinco décadas, principalmente pelo
uso de novas variedades, no entanto, este aumento esta estagnado a alguns anos, o
que gera uma demanda por maior agilidade dos programas de melhoramento para o
desenvolvimento novos gendtipos, com adaptagdes especificas principalmente para
restricdes ambientais (YADAV et al., 2020).

Uma das estratégias para acelerar o melhoramento genético € realizar a
selecao precoce em ambiente controlado, adotando técnicas de screening nas fases
iniciais de selegdo para direcionar os ensaios de campo. Neste contexto, a condugao
experimental visando a fenotipagem e selecdo em ambiente controlado tém
avancado substancialmente nos ultimos anos, visando acelerar as fases de selecao
e obter maior controle das condigbes ambientais (WATSON et al., 2018). Além disso,
em ambiente controlado as técnicas de automagdo para fenotipagem de alto
rendimento proporcionam a obtencdo de grande volume de dados, gerando
informagdes relevantes quanto a variabilidade genética de populagdes em condigdes
simuladas de estresse (HONSDORF et al., 2014; NEGIN; MOSHELION, 2017;
PEIRONE et al., 2018). Estas metodologias apresentam maior aplicabilidade no
melhoramento quando realizadas em estadios iniciais de desenvolvimento, onde um
maior numero de individuos pode ser avaliado em menor espaco fisico. Além disso,
demais estudos confirmam a existéncia de correlagédo genética para caracteres de
tolerancia entre fase inicial de crescimento em ambiente controlado com fase adulta
em condi¢ao de campo (DODIG et al., 2015; PEIRONE et al., 2018).

Diversos trabalhos foram desenvolvidos ao longo dos anos em ambiente
controlado avaliando a tolerancia ao déficit hidrico da cana-de-agucar (SILVA et al.,
2012; DINH et al., 2019; DU et al., 1996; GRACA et al., 2010; JANGPROMMA et al.,
2012; KHONGHINTAISONG et al., 2018; MACHADO et al., 2009; RIBEIRO et al.,
2013; ZHAO; GLAZ; COMSTOCK, 2013), no entanto, maior parte destes estudos se
limita a um numero reduzido de gendtipos e sem validagdo de campo. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar uma metodologia para selegao

precoce em cana-de-acucar visando tolerancia ao déficit hidrico.
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3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Populagao

Foram utilizadas sementes botanicas de 20 familias de irmaos completos de
cana-de-agucar da série RB18 (Republica Brasil, Ano 2018), obtidas a partir de
hibridagdes realizadas na Estacao de Floracdo e Cruzamento da Serra do Ouro, em

Murici, Alagoas, pertencente a Universidade Federal de Alagoas (UFAL) (Tabela 1).

Tabela 1. Genitores utilizados na obtencdo de cruzamentos biparentais de cana-de-
acgucar para avaliagao da tolerancia ao déficit hidrico.

¢ 3 ? 3
SP93-3500 X RB036152 RB946022 X RB036085
RB996962 X RB016916 RB006970 X RB946903
RB016916 X RB006970 RB946903 X RB006970
RB036152 X SP93-3500 RB966220 X RB946903
RB975952 X RB966229 RB006970 X RB965902
RB867515 X RB92579 BJ7504 X RB835089
RB996963 X RB92579 RB835089 X RB006655
SP70-1143 X RB036088 RB006655 X RB835089
RB106802 X RB036088 RB835089 X BJ7504
RB965902 X RB946903 RB016916 X RB975932

Q: Genitor feminino; &': Genitor masculino

Apos a obtencédo e beneficiamento das sementes, estas foram enviadas a
Estacdo Experimental de Paranavai, pertencente a Universidade Federal do Parana
(UFPR). As cariopses foram semeadas no primeiro decéndio de setembro de 2018,
em caixas de polietileno com volume de 8 litros, preenchidas com 4,5 kg de
substrato. Apos o semeio, as caixas foram mantidas em casa de vegetagdo com
sistema de aquecimento elétrico e irrigacdo por aspersdo. Aos 20 dias apds a
emergéncia (DAE) foi realizada a individualizagdo das plantulas para bandejas de
polietileno com células de 200 cm® cada, preenchidas 0,15 kg de substrato por
célula. As plantulas individualizadas foram mantidos em casa de vegetacao até 90
DAE, utilizando irrigacao por aspersao na frequéncia de 3 vezes ao dia, totalizando
uma lamina de 6 mm por dia. Apds este periodo as populagbes foram divididas
aleatoriamente em duas partes, destinadas para conducdo dos testes com déficit

hidrico nas duas fases.
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3.2.2 Fase precoce (pre) em ambiente controlado — estresse simulado

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, com controle de
temperatura, umidade e irrigagdo. As plantulas foram mantidas no mesmo recipiente
de individualizagdo, com composto da mistura de torta de filtro (residuo
agroindustrial da filtragem do caldo) com substrato comercial, marca Turfa Fertil®,
na propor¢cao de 50% de volume cada, conforme caracterizagao quimica e fisica

descrita na tabela 2.

Tabela 2. Analise quimica do composto utilizado para conducao dos testes de déficit
hidrico em ambiente controlado.

pH Matéria organica N P K Ca Mg S C/N
mg kg’
5.9 284.5 6.7 6.8 47 8.4 43 35 24,6

A analise fisica do composto utilizado foi realizada no Laboratério de
Analises de Solo da Estacdo Experimental da Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
RS. Os valores de retengao de agua a partir de sucgdes equivalentes aos pontos de
tensdo 10, 50 e 100 cm de coluna de agua (1, 5 e 10 KPa) foram determinados pelo
método da mesa de tensdo (KIEHL, 1979), obtendo-se valores de umidade de
51,1%, 34,0%, 23,0% e 13,4%, para as tensdes de 0, 1, 5, e 10 Kpa,
respectivamente, representando os valores aproximados de porosidade total,
capacidade de campo, agua tamponante e ponto de murcha permanente, nesta
ordem.

Foram utilizados um total 96 plantulas por familia, distribuindo-se as
populacdes no delineamento de blocos ao acaso com 6 repeticdes, sendo 16 plantas
por parcela. Aos 95 DAE a simulacdo do déficit hidrico foi realizada com a
suspensao da irrigagao, em trés ciclos de 7 dias sem irrigacao (DSI) com intervalo
de recuperagao de 5 dias entre ciclo de estresse, totalizando 31 dias de teste (Figura
1). Antes de cada ciclo de déficit hidrico foi realizada a uniformizacdo da umidade
das plantas com imersdao em lamina d’agua por 5 minutos, preenchendo todos os
espacos porosos do substrato com agua. No final do sétimo dia de estresse foi
realizado o retorno da irrigacao via aspersao, conduzindo o periodo de recuperagao

por 5 dias.
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Figura 1. Temperatura minima (T min), média (T méd), maxima (T max) e umidade
relativa do ar (UR) durante o periodo de simulagao de déficit hidrico.

Durante o periodo de simulagdo de estresse foram avaliados caracteres
fisiolégicos e biométricos, conforme descrigao abaixo:
1 - Teor de clorofila (CLFpre, indice SPAD): Medida tomada no ultimo dia do
terceiro ciclo de estresse (dia 31), no intervalo de 09:30 &as 11:30 da manh3,
realizada na por¢ao mediana da folha +1 em todas as plantas, com auxilio de um
clorofildmetro portatil, modelo SPAD-502PIlus, marca Konica Minolta ®;
2 - Dano foliar (DNFpgre): avaliagcdo visual de danos nas folhas classificando-se
como Nota 1 (Altamente tolerante) - plantas com auséncia de sintomas de déficit
hidrico, com folhas verdes e de aparéncia tenra; Nota 2 (Tolerante) — plantas com
sintomas iniciais de deficiéncia hidrica, leve murchamento das folhas e com
enrolamento nas folhas mais jovens; Nota 3 (Medianamente tolerante) - plantas com
sintomas intermediarios de deficiéncia hidrica, murchamento e enrolamento foliar
presente em todas folhas, com inicio de descoloragao foliar, porém com auséncia de
folhas secas; Nota 4 (Sensivel) — plantas com sintomas intensos de deficiéncia
hidrica, folhas mais velhas secas e presenca de descoloragdo em todas as folhas;
Nota 5 (Altamente sensivel) — plantas com sintomas severos de deficiéncia hidrica,

com completo enrolamento foliar, descoloracao e folhas totalmente secas (Figura 2).
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Figura 2. Escala visual de notas para dano foliar por déficit hidrico na fase inicial d
desenvolvimento da cana-de-agucar (1 - Altamente tolerante; 2 - Tolerante; 3 -
Medianamente tolerante; 4 - Sensivel; 5 - Altamente sensivel).

3 - Sobrevivéncia (SBVpge): classificagdo das plantas conforme nota de dano foliar,
associando valor “1” para plantas com DNFpre < 4 e valor “0” para plantas com
DNFpge = 5.

4 - Altura de planta (ALTpre, cm): medida realizada no primeiro (1) e ultimo dia de
teste (33), tomada da base da planta até a insercéo da folha +1, utilizando uma
régua graduada em milimetros. Os valores apresentados como resultados referem-
se a ultima data de avaliacao;

5 - Taxa de crescimento (TXCpreg, mm dia™'): Realizada com base na diferenca da
altura de planta do inicio do teste (dia 1) até o final do teste (dia 31), expressa em

mm por dia.

3.2.3 Fase de validagao (vaL) em condigéo de campo - estresse natural

O experimento foi conduzido na Estagdo Experimental de Paranavai (EEP),
pertencente a Universidade Federal do Parana (UFPR) (22° 58' 41.21" S 52° 28'
4.836" O, 470 m). O clima da regidao € do tipo Cfa de acordo com a Classificagao
Climatica de Koéppen, sendo o solo da area experimental classificado como latossolo
vermelho distrofico.

Aos 110 DAE, as plantas foram retiradas da casa de vegetacao e dispostas
ao ar livre sob tela sombreada, caracterizando o periodo de aclimatagdo para
posterior condicdo de campo. Apds 70 dias neste periodo, foi realizada o preparo
para transplantio a campo, com a poda das plantas cortando-se 1/3 das folhas,

objetivando reduzir a perda de agua e induzir o crescimento radicular.
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O transplantio foi realizado no primeiro decéndio de margo de 2019, em uma
area preé-cultivada com Bracchiaria sp. durante um periodo de quatro meses. O
preparo foi conduzido com dessecacao quimica prévia e posterior formacao dos
sulcos sobre a palhada remanescente, preparados na profundidade de 0,3 m com
espacamento entre linhas de 1,5 m. No sulco foi realizada aplicagédo de 1000 kg ha™
de calcario dolomitico (PRNT=78%), 500 kg ha™' de gesso agricola e 800 kg ha™' do
formulado 10-20-20 (80 kg de N, 160 de P,0s €160 de K,0), com posterior cobricao
do sulco com uma camada de 0,2 m de solo. A implantagdo do experimento foi
realizada no delineamento de blocos casualizados com 10 repeticbes, sendo a
parcela experimental composta por uma linha de oito metros, com o transplante
manual de 16 plantulas por parcela, espagados 0,5 m entre si.

Os dados meteorolégicos diarios de temperatura do ar (°C) e precipitacao
(mm) foram coletados a partir de uma estacdo meteoroldgica automatica, modelo
Davis Vantage PRO2, instalada a 200 m do experimento. Os dados de temperatura
minima, média e maxima (°C), precipitacdo (mm) e o balango hidrico (BH, mm)
foram apresentados por decéndio, sendo o BH elaborado conforme Rolim et al.
(1998).

Aos 220 dias apo6s o transplante das plantulas (DAT) ao campo, no segundo
decéndio de outubro de 2019, foram realizadas as seguintes avaliagdes fisiologicas:
6 - Teor de clorofila (CLFy,., indice SPAD): Medida tomada no intervalo de 09:30
as 11:30 da manha3, realizada na por¢cao mediana da folha +3 do colmo principal da
touceira, com auxilio de um clorofilbmetro portatil, modelo SPAD-502Plus, marca
Konica Minolta ®;

7 - Dano foliar (DNFyaL): avaliacdo visual de danos nas folhas classificando-se
como Nota 1 (Altamente tolerante) - planta com auséncia de sintomas de déficit
hidrico, com folhas verdes e de aparéncia tenra; Nota 2 (Tolerante) — planta com
sintomas iniciais de deficiéncia hidrica, leve murchamento das folhas e com
enrolamento nas folhas mais jovens; Nota 3 (Medianamente tolerante) - planta com
sintomas intermediarios de deficiéncia hidrica, murchamento e enrolamento foliar
presente em todas folhas, com inicio de descoloracgéao foliar, porém com auséncia de
folhnas secas; Nota 4 (Sensivel) — planta com sintomas intensos de deficiéncia
hidrica, folhas mais velhas secas e presenca de descoloracdo em todas as folhas;
Nota 5 (Altamente sensivel) — planta com sintomas severos de deficiéncia hidrica,

com completo enrolamento foliar, descoloragao e folhas totalmente secas (Figura 3);
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Figura 3. Escala de toleranc
tolerante; 2: tolerante; 3: medianamente tolerante; 4: sensivel; 5: altamente
sensivel).

8 - Sobrevivéncia (SBVya.): classificagao das plantas conforme nota de dano foliar,
associando valor “1” para plantas com DNFya. < 4 e valor “0” para plantas com
DNFyaL = 5.
9 - Numero de folhas verdes (NFVyL): contagem por touceira do numero total de
folhas totalmente expandidas e com no minimo 50% da area foliar verde, contadas a
partir da folha +1;
Aos 385 DAT, no terceiro decéndio de margo de 2020, foram realizadas as

seguintes avaliagdes biométricas:
10 - Numero de colmos por touceira (NCTya.): realizada a partir da contagem do
numero total de colmos por touceira;
11 - Diametro do colmo (DIAya, cm): medida realizada em trés colmos por
touceira, mensurado no terco médio do colmo, utilizando um paquimetro milimétrico
digital,
12 - Altura de planta (ALTyaL, cm): medida realizada em trés colmos por touceira, a
partir da base do colmo até a insergao da folha +1 (Dewlap), utilizando uma régua
graduada em centimetros;

Aos 480 DAT, no terceiro decéndio de margco de 2020, foram realizadas
avaliagdes biométricas mensurando as seguintes caracteristicas:
13 - Massa média do colmo (MMCya., kg): realizada com a coleta de um colmo
representativo de cada touceira (individuo) e pesagem em balanca digital.
14 - Toneladas de colmos por ha (TCHya, Mg ha™): estimado a partir de NCTya. e
MMCya., sendo:

TCHya = [(NCTy, X MMCyy,) + Al % 10

Onde “A”: area da parcela (1,5m x 0,5m = 0,75 m?);
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15 - Teor de sdlidos soluveis totais do caldo (BRIXya., °Brix): medida realizada no
terco médio e em dois colmos por touceira, com auxilio de um calador para extragao
do caldo e leitura em refratdmetro digital portatil, marca Atago®, modelo Pal-1, com
compensacgao automatica da temperatura;
16 - Toneladas de Brix por ha (TBHya,, Mg ha™): estimado a partir de TCHya. €
BRIXyaL, sendo:

TBHya, = (TCHy 4, X BRIXy,) + 100

3.2.4 Analise de dados

Os graficos da analise descritiva foram elaborados com auxilio do software
SigmaPlot®, versdo 14.0. As classes de dano foliar foram associadas a valores
conforme nivel de toleréncia, sendo a classe 1 (altamente tolerante) com valor 1,
sucessivamente, até classe 5 (altamente sensivel) com valor 5.

Os componentes da variancia e os parametros genéticos foram estimados
pela maxima verossimilhancga restrita (REML) e os valores genotipicos das progénies
pelo melhor preditor linear ndo viesado (BLUP). Os dados foram analisados via
modelos mistos, com o auxilio do programa SELEGEN REML/BLUP (Resende
2016). Foi utilizado o modelo associado a avaliagdo de familias de irmaos completos
obtidas sob cruzamento dialélico desbalanceado, genitores ndo aparentados, no
delineamento de blocos ao acaso, conforme o seguinte modelo estatistico:

y=Xr +Za + Wp +Td+e

Em que “y” é o vetor de dados; “r” é o vetor dos efeitos de repetigao
(assumidos como fixos) somados a média geral; “a” € o vetor dos efeitos genéticos
aditivos individuais (assumidos como aleatérios); “p” € o vetor dos efeitos de parcela
(aleatdrios); “d” vetor dos efeitos genéticos de dominancia associado a familias de
irmaos germanos (assumidos como aleatoérios); “e” € o vetor de erros ou residuos
(aleatdrios). As letras maiusculas representam as matrizes de incidéncia para os
referidos efeitos. Os parametros genéticos foram estimados conforme descrito em
Rodrigues et al. (2017).

A associacao entre caracteres foi estimada via correlagdo de Spearman
utilizando os valores genotipicos (médias de familias estimadas via BLUP), sendo a
matriz de correlagéo avaliada através da rede de correlagbes, elaborada com pacote
estatistico “qgraph” (EPSKAMP et al., 2012) no ambiente estatistico R (R CORE
TEAM, 2020).
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A eficiéncia da selegdo precoce foi validada a partir dos resultados da
experimentacdo de campo, simulando trés taxas de selec¢ao (30, 50 e 70%). Apos a
definigdo do conjunto de familias selecionadas (S) e descartadas (D) em cada taxa
de selecgao, foi utilizada uma matriz de confusdo entre a fase precoce e fase de
validacao para estimativa do indice de coincidéncia (IC) de selegao (ICs), descarte
(ICp) e geral (ICg), adaptando-se a metodologia utilizada por Peternelli et al. (2018),

conforme tabela 3.

Tabela 3. Esquema da matriz de confusao utilizada para determinagao dos indices
de coincidéncia.

Fase de validagao

leca Total

Selecao 3 D ota
S* A B > aB

F

ase precoce D C D S e
Total 2 AC 2 BD 2 ABCD

*S: Familias selecionadas; D: Familias descartadas; A: Familias selecionadas na fase precoce e na
fase de validagéo; B: Familias selecionadas na fase precoce e descartadas na fase de validagéo; C:
Familias descartadas na fase precoce e selecionadas na fase de validagéo; D: Familias descartadas
na fase precoce e na fase de validagao; Y : Somatorio.

A estimativa dos IC foi determinada utilizando as informac¢des geradas a partir

da matriz de confusao, sendo:

A
ICs (%) = 5— X 100
AB

D
ICy (%) = 5— X100
CD

A+D
IC; (%) = x 100

ABCD
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
A fase de validagdo apresentou longos periodos de déficit hidrico, com
temperatura de 14,8, 22,9 e 32,7°C, para médias de temperatura minima, média e

maxima, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Condigcbes meteoroldgicas para chuva (mm), temperatura minima (T min,
°C), média (T med, °C), maxima (T max, °C) e balanco hidrico (mm) por decéndio
dos meses de margo de 2019 a julho de 2020, estacdo experimental de Paranavai,
PR.

A partir do balango hidrico decendial observa-se um periodo total de 350
dias com déficit hidrico, representando 70% de todo o ciclo de cana planta
conduzido em 16 meses. De modo geral, a cana-de-agucar necessita de 1500 a
2000 mm de chuva para um periodo de 12 meses, com maior demanda na fase
inicial de crescimento (NAWAE et al., 2020). Neste contexto, o volume total de chuva
foi de 1400 mm durante 16 meses, no entanto distribuidos de forma irregular,
concentrando-se um volume de 600 mm em dezembro de 2019 e janeiro de 2020,
restando apenas 800 mm para os demais 14 meses de cultivo.

Nos primeiros oito meses de crescimento (abril a novembro de 2019) o
acumulado de chuva foi de apenas 352 mm, visto que a demanda hidrica estimada
(evapotranspiracao) foi de 800 mm, representando um déficit superior a 400 mm.

Neste sentido, destaca-se que tais condigbes ambientais foram favoraveis para
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avaliacao da tolerancia ao déficit hidrico em condigao de campo, bem como associar
estes resultados com as informacbes obtidas na fase precoce em ambiente
controlado.

Foi observada alta variabilidade para dano foliar (DNF) e teor de clorofila

(CLF) dentro e entre as familias nas duas fases de avaliagao (Figura 5).
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Figura 5. Frequéncia de tolerancia por classe de dano foliar (DNF, DNF, Nota 1:
altamente tolerante; 2: tolerante; 3: medianamente tolerante; 4: sensivel; 5:
altamente sensivel) e distribuicdo dos teores de clorofila (CLF, SPAD) em 20 familias
de cana-de-acgucar avaliadas sob estresse por déficit hidrico em ambiente controlado
na fase precoce (pre) € em condicdo de campo na fase de validagédo (vaL).
média.
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Na fase precoce as familias SP70-1143 x RB036088 e RB966220 x
RB946903 apresentaram elevada tolerancia ao déficit hidrico, com frequéncia de
individuos tolerantes para DNFpre (nota 1 e 2) superior a 75% associado a valores
médios de CLFpre superior a 27,0 SPAD. Estas mesmas familias em condi¢c&o de
campo apresentaram menor frequéncia de individuos tolerantes para DNFyaL,
entretanto com maiores valores médios de clorofila (CLFya >24,0 SPAD). Na fase de
validagdao, as familias RB016916 x RB006970 e RB036152 x SP93-3500
apresentaram em média mais de 60% dos individuos classificados como tolerantes
para DNFya_ e valor médio de CLFya_ superior a 20,0 SPAD, corroborando com a
tolerancia observada na fase precoce (> 55% com DNFpgre 1 € 2; média de CLFpge >
22,0 SPAD). Estes resultados confirmam o maior nivel de tolerancia ao déficit hidrico
destas combinacgdes e a associacao entre as fases avaliadas.

Em condi¢des controladas, Dapanage; Bhat (2018) observaram teor de CLF
entre 29,9 até 35,3 SPAD para variedades de cana-de-agucar tolerantes ao déficit
hidrico. A partir disso, destaca-se que em ambas as fases de avaliacao, todas as
familias apresentaram individuos com CLF acima de 35 SPAD. Para DNFpgg, a
frequéncia média foi de 18, 34, 20, 17 e 11% em ambiente controlado e 5, 24, 48, 18
e 6% no campo, respectivamente para as classes altamente tolerante, tolerante,
medianamente tolerante, sensivel e altamente sensivel, diferindo de Hemaprabha et
al. (2013), que observaram 11% de individuos altamente tolerantes e 22% altamente
sensiveis para 165 progénies oriundas da hibridagdo de Co740 x Co775.

As estimativas de herdabilidade no sentido restrito (h%) na fase precoce
variaram de 0,05 a 0,34, para DNFpre e altura de plantula (ALTpgre),
respectivamente, enquanto tal estimativa foi nula para taxa de crescimento (TXCpgrg)
(Tabela 4). Na fase de validagdo as estimativas de h2 variaram de 0,03 para nimero
de colmos por touceira (NCTyaL), toneladas de colmo por ha (TCHyaL) e toneladas
de brix por ha (TBHya) a 0,12 para teor de sdlidos soluveis totais (BRIXyaL),
enquanto que para dano foliar (DNFya_), sobrevivéncia (SBVyaL) € numero de folhas
verdes (NFVyaL) estes valores nao diferiram de zero. Estimativas de (h2) superiores
a 0,05 sao importantes para confirmagao de variabilidade, sendo que valores acima
de 0,15 sado considerados de magnitude moderada, permitindo a selecao baseada
nas informacdes individuais associada as informacbées em nivel de familia
(RESENDE, 2002).
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Tabela 4. Parametros genéticos por meio da maxima verossimilhanca restrita
(REML) para caracteres fisioldgicos e biométricos em 20 familias de cana-de-agucar
avaliadas sob estresse por déficit hidrico em ambiente controlado na fase precoce
(pre) € em condi¢gdo de campo na fase de validagao (vaL).

Parametro* o2 o a? h2 (£DPY) hos o5  CVgQ(%) ACrn Média

*CLFpre 341 560 47,05 0,06 *0,02 080 7,30 12,17 0,89 22,20
DNFpre 0,08 0,29 1,06 0,05 0,02 090 0,33 21,00 095 2,72
SBVpre 0,01 0,01 0,07 0,08 +0,54 0,83 0,02 14,04 091 0,88
ALTpre 0,98 0,59 1,26 0,34 0,05 09 1,08 12,90 098 8,05
TXCpre 0,00 0,03 0,18 0,00 +0,01 0,79 0,03 1842 0,89 0,96

CLFyaL 13,71 8,38 139,49 0,08 +0,02 0,78 1523 20,93 0,88 18,65
DNFyaL 0,01 0,14 0,60 0,01 0,01 086 0,15 12,87 0,93 2,97
SBVyaL 0,00 0,01 0,056 0,01 #0,01 0,86 0,01 9,09 093 094
NFVyaL 433 7,68 272,49 0,01 £0,01 0,61 9,86 10,89 0,78 28,81
NCTyaL 043 019 13,82 0,03 0,01 0,61 0,41 926 0,78 6,89
DIAyaL 0,02 0,02 0,28 0,05 0,02 0,71 0,02 7,82 084 1,99
ALTya. 208,02 248,25 2198,34 0,08 +0,02 0,85 352,25 10,06 0,92 186,48
MMCya. 0,01 0,01 0,16 0,06 #0,02 0,78 0,02 16,44 0,88 0,88
TCHya 122,34 221,86 4311,99 0,03 0,01 0,76 283,03 19,70 0,87 85,41
BRIXvaL 0,80 0,01 515 0,12 #0,03 0,62 0,41 3,10 0,79 20,68
TBHyaL 7,18 9,19 198,28 0,03 +0,01 0,75 12,78 19,96 0,87 17,90

*Variancia genética aditiva (o2) variancia genética de dominancia entre progénies de irmaos
completos (g2); variancia residual entre parcelas (02); herdabilidade individual no sentido restrito —
efeitos aditivos (h2); herdabilidade entre médias de progénies (h,znf); variancia genotipica entre
familias (0); coeficiente de variagdo genético (CVg) e acurécia seletiva entre familias (ACtam). 'DP:
Desvio padrao. 2CLF: teor de clorofila; DNF: Dano foliar; SBV: sobrevivéncia; ALT: altura de planta
(cm); TXC: taxa de crescimento (mm dia'1); NFV: nimero de folhas verdes; NCT: numero de colmos
por touceira; DIA: didmetro do colmo (cm); MMC: massa média do colmo (kg); TCH: toneladas de
colmo por ha (Mg ha™); BRIX: teor de solidos sollveis totais (°Brix) TBH: toneladas de Brix por ha (Mg
ha™).

As herdabilidades para média de familias (h,znf) foram superiores as demais

estimativas de h? para todas as variaveis, variando de 0,61 para NFVyaL € NCTya. a
0,96 para ALTpgre. Resultados semelhantes foram observados em demais estudos
avaliando a variabilidade genética entre familias de cana-de-acgucar (CASTRO et al.,
2016; SILVEIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016; VERISSIMO et al., 2018; ZENI
NETO et al., 2013). A selegcdo em familias com valores genotipicos superiores tende
a ser mais eficaz na identificacdo da maior propor¢cao de genoétipos promissores
(SILVA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016). Valores genotipicos superiores indicam
o potencial de genitores para recombinagcdo em futuros cruzamentos (CASTRO et
al., 2016).

Foram observados valores de acuracia seletiva (ACsm) superior a 0,75 para
todas as variaveis em ambas as fases de avaliagdo. Para a selecdo de familias, &

um importante indicador de precisdo de inferéncia das estimativas genéticas, visto
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que ACtm maior que 0,50 aponta que € possivel obter eficiéncia no processo de
selegcdo (RESENDE; DUARTE, 2007).

O coeficiente de variagdo genética (CVg) € um importante indicador de
variabilidade genética, sendo que valores superiores a 10% apontam para existéncia
de variabilidade genética entre progénies (OLIVEIRA et al., 2013; RESENDE, 2002).
Neste contexto, todas as variaveis avaliadas nas duas fases apresentaram tais
estimativas (>10%), exceto didametro do colmo (DIAya.), NCTya. e BRIXyaL,
destacando-se DNFpre € CLFyaL, com CVg superior a 20%.

Entre as fases de avaliacao, observa-se que a tendéncia das estimativas de

variancia residual (o) e variancia genotipica entre familias (g;) diferem em relagéo

a variavel analisada. Por exemplo, para a variavel CLF, a ¢2 foi superior na fase de
validagao, enquanto para DNF isto foi observado para fase precoce. Em

contrapartida, as estimativas de og apresentaram tendéncia inversa a o2,
considerando estas mesmas variaveis. Devido a isso, as estimativas de h,znf para

CLF e DNF foram semelhantes entre os ambientes de avaliagao, permitindo assim, a
selecdo em ambas as situagdes de estudo. Em ambiente controlado as condi¢des
ambientais podem ser padronizadas, contornando problemas como a variabilidade
espacial e a sazonalidade dos eventos de estresse, observados frequentemente nos
ensaios de campo, (PARRA-LONDONO et al.,, 2018), o que dificulta a
implementacgéo destes testes como rotina no melhoramento.

Para a fase precoce nove familias apresentaram valores genotipicos
superiores a média geral para CLFprg, DNFpre € SBVpgre, cOm ganhos de 9,7, 16,4 e
8,5%, respectivamente (Tabela 5). Dentre este conjunto, oito familias apresentaram
valores genotipicos superiores a média geral de CLFya., representando um ganho

de aproximadamente 13% nesta variavel.
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Para CLFya. € NFVya. 11 familias apresentaram valores genotipicos
superiores a média geral, representando um ganho de 7,1 e 14,1%,
respectivamente. Neste conjunto em destaque, observa-se que 10 destas familias
(>90%) possuem superioridade para tolerancia ao déficit hidrico em fase precoce,
considerando valores de DNFpre < 2,64. Estes resultados reforcam a associacéo
das informagdes genéticas entre as fases avaliadas.

As familias RB036152 x SP95-3500 e RB867515 x RB92579 apresentaram
superioridade evidente para todas as variaveis em condicdo de campo. O ganho
médio foi de 9,2% para as variaveis fisiologicas e 22,1% para as variaveis
biométricas, com relevancia para TBHya., superando 37% de ganho em relagdo a
média geral da populacédo. Além disso, estas familias também destacaram-se para
DNFpre, SBVpre € TXCprg, confirmando elevada tolerancia ao déficit hidrico.

A populagdo avaliada apresentou alto potencial produtivo, com TCHyaL
médio de 85,4 Mg ha™', com énfase para RB036152 x SP93-3500, RB867515 x
RB92579 e RB966220 x RB946903, superando 100 Mg ha™. Estes rendimentos s&o
superiores aos observados em demais estudos avaliando o desempenho de familias
de cana-de-agucar sem ocorréncia de estresse (CASTRO et al., 2016; LUCIUS et
al.,, 2014; OLIVEIRA et al., 2016). Considerando as variaveis DIAya, NCTyaL €
ALTyaL, 0s resultados foram superiores aos observados por Silva et al. (2008),
avaliando 25 familias de cana-de-acucar no cerrado Brasileiro em condi¢cdes de
déficit hidrico e irrigadas, confirmando o elevado potencial genético da populagao
para tolerancia ao déficit hidrico e alto rendimento sob condigdes restritivas.

Considerando a variavel TBHya. como de maior relevancia agrondémica,
nove familias apresentaram valores superiores a 18,0 Mg Brix ha™, representando
um ganho de 14% em relacdo a média geral. Dentre estas familias, RB036152 x
SP93-3500, RB867515 x RB92579, RB996963 x RB92579, RB106802 x RB036088
e BJ7504 x RB835089 também apresentaram valores genotipicos superiores a
média geral para todas variaveis fisioldgicas, combinando tolerancia ao déficit
hidrico e alto potencial produtivo.

A associagao entre as variaveis biométricas e fisioldgicas observada a partir
da rede de correlagdbes mostra tendéncia de agrupamento para as variaveis
biométricas avaliadas a campo, com forte correlacdo para TCHyaL x TBHyar, TCHyaL

X MMCya. € TCHyaL X NCTyaL (Figura 6). Resultados similares também foram
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observados em demais estudos de avaliacdo biométrica em familias de cana-de-
acutcar (SILVEIRA et al., 2015; ESPOSITO et al., 2012).

© Fase precoce - variaveis fisiolégicas (O Fase de validag&o - variaveis fisiolégicas

. Fase precoce - variaveis biométricas O Fase de validagao - variaveis biométricas
Figura 6. Rede de correlagdes genotipicas para caracteres fisiolégicos e biométricos
em 20 familias de cana-de-agucar avaliadas sob estresse por déficit hidrico em
ambiente controlado na fase precoce (pre) € em condicdo de campo na fase de
validacao (vaL). As linhas verdes representam correlagbes positivas enquanto linhas
vermelhas representam correlagdes negativas. A espessura da linha é proporcional

a magnitude da correlagdo. * CLF: teor de clorofila; DNF: Dano foliar; SBV: sobrevivéncia; ALT:
altura de planta (cm); TXC: taxa de crescimento (mm dia'1); NFV: nimero de folhas verdes; NCT:
numero de colmos por touceira; DIA: diametro do colmo (cm); MMC: massa média do colmo (kg);
TCH: toneladas de colmo por ha (Mg ha'1); BRIX: teor de sdlidos soluveis totais (°Brix) TBH:
toneladas de Brix por ha (Mg ha'1).

Observa-se que TCHya_ apresenta posicionamento central, associado a
diferentes variaveis, com distinta magnitude e sentido. A correlacédo de variaveis
fisiologicas com rendimento de colmos é confirmada em demais estudos avaliando
variabilidade genética da cana-de-acucar sob condicoes de déficit hidrico
(BASNAYAKE et al., 2015; GOMATHI et al., 2020; HEMAPRABHA et al., 2013). O
rendimento de colmos é uma variavel controlada por muitos genes com elevado
nivel de complexidade, influenciada por varios caracteres inter-relacionados
(ESPOSITO et al., 2012).

As variaveis fisiologicas CLFya. € NFVyaL apresentaram correlagao
genotipica moderada a forte com os componentes de rendimento, principalmente

para ALTyaL, evidenciando a influéncia negativa do déficit hidrico no desempenho
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das familias. Em cana-de-agucar, a elongagcéo do colmo € um dos processos mais
afetados pelo déficit hidrico, observando-se reducado de altura das plantas e
encurtamento dos entrenés (GOMATHI et al., 2020; HEMAPRABHA et al., 2013;
ISHAQ; OLAOYE, 2009). A restrigdo hidrica interfere em diversos processos
fisiolégicos, reduzindo o crescimento e desenvolvimento das plantas de acordo com
a severidade do estresse e do nivel de tolerancia da espécie (FERREIRA et al.,
2017).

As variaveis fisiologicas avaliadas na fase precoce (CLFpre, DNFpre €
SBVpgre) apresentaram alta correlagdo com NFVya e CLFya, com nés de ligagao
proximos e linhas espessas, sendo os valores médios de correlagdo genotipica de
0,70, revelando alta associacado entre as fases avaliadas. Além disso, para SBVpgre
também foi observada correlacdo genotipica com ALTya. € TCHya, sendo um
importante indicador que a selecdo precoce nestas condicdes pode contribuir na
obtencao de populagbes com maior rendimento sob déficit hidrico.

O indice de coincidéncia geral (ICg) para média das taxas de selegao (TS)
foi de 69,2, 742 e 76,7%, na selecdo via CLFpre, DNFpre € SBVpgg,
respectivamente (Tabela 6). Para as diferentes TS, o ICs médio foi de 74,2, 69,2 e
76,7%, para TS de 30, 50 e 70%, respectivamente. Para TS de 30%, as variaveis
CLFpre € SBVpgre apresentaram maior indice de coincidéncia de selecéo (ICs), com
58,3%, enquanto que para as TS de 50 e 70% a variavel SBVpre se destaca com
IGs médio de 80%. Considerando o indice de coincidéncia para descarte (ICps), as
variaveis CLFpre, DNFpre € SBVpre apresentaram ICps médio de 66,0, 71,2 e
74,6%, para TS de 30, 50 e 70%, respectivamente.

Foram observados valores ligeiramente superiores de ICps comparado ao
ICs, destacando a combinacdo de CLFpre € SBVpre com CLFyaL € NFVyaL, a qual
apresentou valor médio de ICps de 83% na TS de 70%, o que representa uma alta
efetividade no descarte de 30% das familias com baixos valores genotipicos para
tolerancia ao déficit hidrico. Deste modo, a metodologia utilizada pode ser aplicada
como uma ferramenta de screening precoce, eliminando parte da populagédo com
baixo nivel de tolerancia. Segundo Apiolaza (2009), técnicas de screening podem
ser favoraveis para selegcdo precoce visando eliminar populagdes com baixo valor
genético. Neste sentido, uma metodologia capaz de eliminar de 30 a 50% da

populagdo com baixo valor genotipico para tolerancia ao déficit hidrico, representa
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um ganho substancial de tempo e reducgao de custo, direcionando assim os ensaios
de campo com populagdes pré-selecionadas.
Tabela 6. indice de coincidéncia (IC) para selecdo (ICs), descarte (ICps) e geral (ICg)

entre fase precoce (pre) € fase de validagdo (vaL) para variaveis fisiologicas
avaliadas em 20 familias de cana-de-acucar sob déficit hidrico.

Taxa de selecao (%)

Selegao 30 50 70
ICs ICpbs ICs ICs ICpbs ICs ICs ICpbs ICs
'CLFya. 66,7 85,7 80,0 70,0 70,0 70,0 85,7 66,7 80,0
IEEJ DNFya. 50,0 78,6 70,0 40,0 40,0 40,0 78,6 50,0 70,0
O SBVwa 66,7 85,7 80,0 60,0 60,0 60,0 71,4 33,3 60,0
NFVya 50,0 78,6 70,0 60,0 60,0 60,0 92,9 83,3 90,0
CLFya. 66,7 85,7 80,0 90,0 90,0 90,0 85,7 66,7 80,0
LEEJ DNFys. 33,3 71,4 60,0 60,0 60,0 60,0 78,6 50,0 70,0
% SBVya. 66,7 85,7 80,0 70,0 70,0 70,0 71,4 33,3 60,0
NFVya. 50,0 78,6 70,0 80,0 80,0 80,0 92,9 83,3 90,0
CLFya. 83,3 92,9 90,0 90,0 90,0 90,0 85,7 66,7 80,0
>§ DNFya. 33,3 71,4 60,0 60,0 60,0 60,0 85,7 66,7 80,0
(0,0) SBVya. 66,7 85,7 80,0 70,0 70,0 70,0 78,6 50,0 70,0
NFVya 50,0 78,6 70,0 80,0 80,0 80,0 92,9 83,3 90,0

*As taxas de selegéo de 30, 50 e 70% representam respectivamente a selegao de 4, 7 e 10 familias
com base nos valores genotipicos preditos em cada variavel. 'CLF: teor de clorofila (SPAD); DNF:
Dano foliar; SBV: sobrevivéncia; NFV: numero de folhas verdes.

Os resultados de correlagado genotipica e coincidéncia entre fases indicam
que DNFpre € SBVpre apresentam potencial para screening de familias de cana-de-
acucar. Utilizando a analise visual para avaliar a tolerancia ao déficit hidrico em
genotipos de cana-de-agucar, Wagih; Ala; Musa, (2003) observaram elevada
acuracia no processo de selecdo com uma escala de notas. Apesar de diversas
limitacbes associadas a analise visual, o sistema visual humano é capaz de
processar naturalmente informacdes multi-dimensionais (EPSKAMP et al., 2012),
importantes na selecédo massal.

E relevante considerar que a fase precoce foi conduzida em estadio inicial
de desenvolvimento vegetativo e em recipientes com volume restrito de solo. A
correlagdo genética da fase de plantula com fase adulta para caracteres de
tolerancia ao déficit hidrico foi relatada em soja (PEIRONE et al., 2018) e em trigo
(DODIG et al.,, 2015). Neste sentido, a conducdo de testes na fase inicial de

desenvolvimento tem como principal vantagem a avaliagdo de um numero maior de
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individuos em menor espacgo fisico, o que favorece o screening em ambiente
controlado.

A validacéo dos testes em ambiente controlado com resultados de campo é
importante para o melhoramento genético, pois possibilita a definicdo de
metodologias de condugido experimental e indica os caracteres que podem ser
utilizados como alvos de selegdo. Além disso, o avanco da automacdo para
fenotipagem de alto rendimento em ambiente controlado tém sido explorada com
sucesso, com maior padronizacdo das condigdbes ambientais, simulacdo de
condigdes desejadas (estresses abidticos), elevada aquisicdo de dados, reducéo de
custo, tempo e mao de obra (HONSDORF et al., 2014; PEIRONE et al., 2018;
WATSON et al., 2018).

3.4 CONCLUSOES

Ha variabilidade genética para tolerancia ao déficit hidrico entre e dentro das
familias para fase precoce e de validagao. As combinag¢des RB036152 x SP93-3500,
RB867515 x RB92579, RB996963 x RB92579, RB106802 x RB036088 e BJ7504 x
RB835089 possuem valores genotipicos superiores para rendimento de agucar
associado a maior nivel de tolerancia ao déficit hidrico.

A sobrevivéncia na fase precoce possui alta correlagdo genotipica com
caracteristicas fisioldgicas de validagao, sendo um caractere indicado para selegao.
A metodologia proposta é eficiente e pode ser aplicada como estratégia de selegéo
precoce no melhoramento genético de cana-de-acucar para tolerdncia ao déficit

hidrico.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O melhoramento genético possui importancia relevante para o setor
sucroenergético, contribuindo historicamente com a liberacdo de variedades com
maior teor de acgucar, produtividade superior e resisténcia a doencas. Neste
contexto, este campo da ciéncia também tera papel fundamental para minimizar os
efeitos negativos dos estresses abioticos, proporcionando maior estabilidade
produtiva aos canaviais cultivados com genotipos tolerantes.

Os resultados deste trabalho evidenciam a variabilidade existente para
caracteres biométricos e fisioldgicos, contribuindo para o melhoramento genético da
cana-de-acgucar visando tolerancia a estresses abibticos. As condicdes ambientais
na experimentacdo de campo foram favoraveis para validacdo da metodologia
proposta, tendo para os testes de frio a ocorréncia de 13 geadas com temperatura
minima de -2,9°C, e para déficit hidrico 350 dias de estresse, sendo mais intenso na
fase inicial de crescimento, com volume de chuvas 60% abaixo da demanda
evapotranspirativa.

Para tolerancia ao frio foi observado elevada variabilidade e a expressao de
diferentes mecanismos de tolerancia. As praticas de manejo apos a ocorréncia de
frio sdo restritas, pois com a morte do meristema apical ocorre a degradacdo de
acucares e reducao da qualidade, intensificada em condicbes de temperatura e
umidade elevada. Neste contexto, a tolerancia para danos no colmo é relevante,
pois aumenta o periodo de colheita apds a ocorréncia de frio. Considerando que o
manejo auxilia no escape do estresse, genotipos precoces podem ser posicionados
em areas com maior ocorréncia de estresse, logo, podem ser colhidos antes ou
durante o periodo de geadas. Para isso, € importante ter-se maior tolerancia nos
tecidos foliares, pois a fase inicial de crescimento das soqueiras colhidas neste
periodo pode coincidir com eventuais geadas tardias.

Os resultados de tolerancia ao déficit hidrico mostram correlagdes genéticas
significativas entre caracteres fisiologicos e biométricos, com destaque para teor de
clorofila com rendimento de colmos. Este estresse possui maior duragéo e influéncia
no rendimento final de colmos, sem afetar a qualidade da matéria prima como os
danos por frio. Neste contexto, os altos valores genotipicos para rendimento de
agucar em condigdes severas de déficit hidrico comprovam o potencial genético das

populacdes avaliadas.
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As avaliagbes conduzidas a campo apontam que sob estresse de frio as
familias RB996962 x RB016916, RB996963 x RB92579 e RB867515 x RB92579
apresentam valores genotipicos superiores para tolerancia ao frio, enquanto que em
condigbes de déficit hidrico RB036152 x SP93-3500, RB867515 x RB92579,
RB996963 x RB92579, RB106802 x RB036088 e BJ7504 x RB835089 possuem
valores genotipicos superiores para rendimento de agucar associado a maior nivel
de tolerancia ao déficit hidrico. Foi identificado um grupo de familias, que
apresentam conjuntamente em ambos os estresses, valores genotipicos superiores
para caracteres fisiologicos, sendo estas RB016916 x RB006970, RB867515 x
RB92579, RB996963 x RB92579 e RB006970 x RB965902. Portanto, & possivel
selecionar populagdes com tolerancia combinada, aumentando a frequéncia de
individuos com valores genotipicos superiores para tolerancia conjunta a estes
estresses. Ressalta-se que gendtipos com adaptabilidade a diferentes estresses
possuem alto potencial de cultivo no Brasil, pois as diferentes regides agricolas
apresentam em uma mesma safra diversos estresses abioticos.

A metodologia proposta € direcionada para as primeiras fases de
melhoramento, objetivando realizar o screening precoce e exclusao de populag¢des
com com baixo nivel de tolerancia (Figura 1). O ambiente controlado padroniza as
condigbes de estresse, 0 que garante reprodutibilidade dos testes e possibilita a
execucgao destas metodologias em diferentes unidades de pesquisa. Além disso, o
direcionamento para fase inicial de desenvolvimento permite a avaliacdo de um
numero grande de individuos, podendo-se assim testar diversas populacbées em um
reduzido espaco fisico e de tempo.

Os testes em ambiente controlado devem simular o mais proximo possivel
as caracteristicas de estresse observadas em condicdo de campo, assegurando
representatividade da metodologia e acuracia na sele¢do. Para isso, a avaliagao de
tolerancia ao frio deve preceder um periodo de aclimatacdo das populacoes,
garantindo que ocorra capacidade de expressao dos mecanismos de tolerancia. Nos
testes de tolerancia ao déficit hidrico, a uniformizagdo da umidade inicial do solo e
os periodos de recuperagao entre ciclos de estresse sao de extrema importancia,
pois proporciona a padronizagao da disponibilidade inicial de agua e a avaliagao dos
diferentes mecanismos de tolerancia no periodo de recuperacdo. Para ambos os

estresses abordados, a intensidade e duracdo devem ser simuladas de forma que
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seja possivel observar diferentes niveis de tolerdncia na populagcédo, permitindo

assim a selecao.
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Figura 1. Metodologia de selecédo precoce para o melhoramento genético da cana-
de-agucar visando tolerancia a estresses abioticos.
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O screening precoce em ambiente controlado permite a caracterizagéo dos
diferentes niveis de tolerancia a partir de carateres biométricos e fisioldgicos, sendo
estas informagdes importantes para a selegcado de progénies com valores genotipicos
superiores. Nas primeiras fases avaliagao clonal a campo, estas informagdes podem
ser utilizadas no processo de selegcao adotando-se a metodologia BLUPIS (BLUP
individual simulado) para definigdo do numero de individuos a serem selecionados
por familia na fase T1.

Nas fases finais de selecéo clonal deve ser realizada a validagao dos testes
de toleréancia, avaliando-se clones promissores novamente em ambiente controlado

com simulagao de estresse, contrastando o desempenho com base em parametros
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fisiolégicos de gendtipos padrdes de tolerancia. Os gendtipos que apresentarem
destaque nesta fase devem ser incluidos nos blocos de cruzamento via selegao
recorrente, recombinando genitores para aumentar a frequéncia de progénies com
tolerancia conjunta ao frio e ao déficit hidrico.

O principal desafio dos programas de melhoramento genético para inserir
em sua rotina a tolerancia a estresses abidticos como fator de selegao, é integrar as
diferentes ferramentas disponiveis para avaliar caracteres fisiolégicos em nivel de
populacdo. E fundamental que tais caracteres sejam mensurados para caracterizar o
nivel de tolerancia das populacbes, determinar a associacdo com variaveis
biométricas e estimar os parametros genéticos destes caracteres para definir
estratégias de seleg¢do. Para isso, nas etapas de seleg¢ido clonal € possivel avaliar
estes parametros integrando técnicas de genotipagem e fenotipagem de alto
rendimento, ambas ferramentas complementares entre si e que apresentam alto
potencial para acelerar o programa de melhoramento.

A proxima etapa deste estudo sera a selegédo dos melhores individuos dentro
das melhores familias, multiplicagdo clonal para experimentos repetidos e
intercambio entre instituigdes (Embrapa e PMGCA/UFPR/RIDESA), visando explorar
a interagdo genotipo x ambiente para toleréncia aos estresses testados e demais
caracteres agrondmicos.

Por fim, destaca-se que o sucesso deste trabalho estd nas parcerias
institucionais. A RIDESA ao longo desses mais de 30 anos tem desenvolvido um
papel fundamental para sustentabilidade do setor sucroenergético. Integrado a esta
rede, o PMGCA/UFPR trabalha exaustivamente para liberagdo de novas variedades
de cana-de-acucar, adaptadas para as condi¢des ambientais do Sul do Brasil. Em
parceria com o PMGCA/UFPR/RIDESA, a Embrapa Clima Temperado nos ultimos
13 anos desenvolve tecnologias para a cana-de-agucar no Rio Grande do Sul, como
desenvolvimento e indicagao de variedades, elaboracdo do sistema de produgao e
acdes de melhoramento para contornar estresses abidticos. As informagdes geradas
neste trabalho sao inéditas no Brasil, o que torna relevante estudos desta natureza e

reforca a necessidade de fortalecer a pesquisa multidisciplinar e interinstitucional.
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