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RESUMO

AMARAL, Bruno Dias, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de 2024.
Atividade do metabolismo antioxidante em genétipos de cana-de-acucar
submetidos a déficit hidrico induzido por Polietilenoglicol 6000 em fase inicial
de desenvolvimento. Orientador: Marcio Henrique Pereira Barbosa.

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma das principais culturas do agronegdcio
brasileiro, no entanto, o déficit hidrico tem comprometido a produtividade de
canaviais. O melhoramento genético é a ferramenta que mais tem contribuido com o
aumento de produtividade, através do desenvolvimento de variedades como maior
potencial produtivo sob condi¢des limitantes. A variabilidade genética, o elevado
namero de individuos e o ciclo da cultura, entretanto, fazem com que o tempo para
obtencdo de variedades seja longo. Sob condi¢ées de déficit hidrico, metabolismo
antioxidante enzimatico e ndo enzimatico tem sido uma das principais variaveis
associadas a selecao de materiais genético tolerantes. No entanto, a complexidade
de avaliacdo de tais indicadores torna o processo arduo e oneroso, por isso,
identificar caracteristicas chave é fundamental para os programas de melhoramento
genético da cultura. Diante disso, objetivo do presente trabalho foi quantificar a
atividade das enzimas Superoéxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Peroxidase
(POX), e a quantificacdo da peroxidagado lipidica, através da concentracdo de
Malondialdeido (MDA) em variedades de cana-de-agucar submetidas a condigdes de
déficit hidrico. Para isso, 30 variedades de cana-de-agUcar foram cultivadas em
solugao nutritiva e posteriormente submetidas a condigdes de déficit hidrico induzido
por Polietilenoglicol 6000. Com base nos resultados obtidos, foram preditos os
valores genotipicos individuais (BLUP). A partir dessas informacgdes, foram
estimados os componentes principais para identificacdo das variaveis de maior
relevancia para o melhoramento genético da cana-de-agucar. Pelo Teste T verificou-
se diferencas significativas entre médias dos tratamentos sob déficit hidrico
comparado a situagdo controle, para as variaveis SOD, POX e MDA. Sob condi¢ées
de déficit hidrico as variedades RB 097217, RB 92579, RB 72454, RB 98710, SP 80-
1842, CTC 4, RB 855453, RB 108519, RB 985476 e VAT 90-212, se destacaram
com os menores conteudos de Malondialdeido. Em relacdo ao indice SPAD, as
variedades com maiores valores foram: RB 097217, RB 975033, RB 108519, CTC
9002, RB 127825, CTC 9003, RB 965902, RB 855156, RB 855536 e SP 80-3280.
Sob condigdes de déficit hidrico, os Componentes Principais 1 e 2 abarcaram cerca
de 69,8% da variabilidade genética existente, indicando como principais variaveis a
atividade Peroxidase e 0 indice SPAD no CP1 e



conteudo de Malondialdeido e atividade da Catalase no CP2.

Palavras-chave: seca; sucroenergético; melhoramento genético; enzimas
antioxidantes;  Saccharum; componentes principais; modelos mistos.



ABSTRACT

AMARAL, Bruno Dias, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November, 2024.
Activity of antioxidant metabolism in sugarcane genotypes subjected to water
deficit induced by Polyethylene Glycol 6000 in the early phase of development.
Adviser: Marcio Henrique Pereira Barbosa.

Sugarcane (Saccharum spp.) is one of the main crops in Brazilian agribusiness;
however, water deficit has compromised the productivity of sugarcane fields. Genetic
breeding is the tool that has most contributed to productivity gains through the
development of varieties with higher yield potential under limiting conditions.
Nonetheless, the genetic variability, large number of individuals, and the crop’s
growth cycle make the process of obtaining new varieties time-consuming. Under
water deficit conditions, enzymatic and non-enzymatic antioxidant metabolism has
been one of the main variables associated with the selection of drought-tolerant
genotypes. However, the complexity of evaluating these indicators makes the
process laborious and costly. Therefore, identifying key traits is fundamental for
sugarcane breeding programs. In this context, the objective of the present study was
to quantify the activity of the enzymes Superoxide Dismutase (SOD), Catalase
(CAT), and Peroxidase (POX), as well as lipid peroxidation through the concentration
of Malondialdehyde (MDA), in sugarcane varieties subjected to water deficit
conditions. For this purpose, 30 sugarcane genotypes were grown in nutrient solution
and later subjected to water deficit conditions induced by Polyethylene Glycol 6000
(PEG 6000). Based on the results obtained, individual genotypic values (BLUPs —
Best Linear Unbiased Predictors) were predicted. Principal Component Analysis
(PCA) was then conducted to identify the most relevant variables for sugarcane
genetic improvement. A T-test revealed significant differences between treatment
means under water deficit and control conditions for SOD, POX, and MDA variables.
Under water deficit conditions, the varieties RB 097217, RB 92579, RB 72454, RB
98710, SP 80-1842, CTC 4, RB 855453, RB 108519, RB 985476, and VAT 90-212
stood out with the lowest Malondialdehyde contents. Regarding the SPAD index, the
varieties with the highest values were RB 097217, RB 975033, RB 108519, CTC
9002, RB 127825, CTC 9003, RB 965902, RB 855156, RB 855536, and SP 80-3280.
Under water deficit, Principal Components 1 and 2 explained approximately 69.8% of
the total genetic variability, indicating Peroxidase activity and SPAD index as the
most relevant variables in PC1, and Malondialdehyde content and Catalase activity in
PC2.

Keywords: drought; sugar-energy sector; plant breeding; antioxidant



enzymes; Saccharum; principal components; mixed models.
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1. INTRODUGAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) foi introduzida no Brasil ha
aproximadamente 500 anos, sendo cultivada desde o periodo colonial,
apresentando importancia histérica e econémica (Machado & Habib, 2009).
Atualmente, o Brasil destaca-se como o maior produtor mundial de cana-de-
acucar e de seus derivados, como o agucar e o etanol (FAO, 2024). Além disso,
o setor sucroalcooleiro encontra-se em franca expansdo, impulsionado
principalmente por fatores econémicos e ambientais relacionados a produgéo de
acucar e a geracao de energias consideradas limpas, especialmente o etanol e
a energia proveniente da queima de biomassa (Aguiar et al., 2021; Carvalho et
al., 2017; Silva et al., 2012).

De acordo com a FAO (2024), a produtividade da cultura evoluiu de 42,6
t/ha em 1962 para uma produtividade média nacional maxima de 80,25 t/ha em
2009. No entanto, esses valores ainda estdo aquém do potencial produtivo da
cultura, sendo influenciados principalmente pela variedade plantada,
temperatura e umidade do solo (Cardozo & Sentelhas, 2013).

O déficit hidrico € uma condicao frequente nos sistemas agricolas, sendo
um dos principais fatores limitantes da produtividade das lavouras. Na cultura da
cana-de-agucar, a baixa disponibilidade hidrica € o principal fator associado a
reducédo da produtividade, sendo considerado o principal estresse abidtico, e
portanto, amplamente estudado na literatura (Fracasso et al., 2016; Morais et al.,
2018; Singels et al., 2008; Teodoro et al., 2013; Verma et al., 2021; Jacomassi
et al., 2024; Rani et al., 2024).

A estratégia mais viavel para mitigar os efeitos da seca na canavicultura
€ o melhoramento genético, diretamente associado ao aumento da produtividade
e da qualidade da matéria-prima para produc¢ao de agucar, energia e etanol. No
entanto, o processo de selecdo e obtencdo de novas variedades € longo,
podendo levar mais de 14 anos, devido ao elevado numero de clones gerados,
ao ciclo longo da cultura, a necessidade de avaliagdes ao longo de multiplos
ciclos, a variacao ambiental e a resisténcia a pragas e doencas, entre outros
fatores (Barbosa et al., 2005).

Na cultura da cana-de-acucar, a selegcdo baseada em caracteres
secundarios pode ser utilizada para inferir o desempenho de caréater principal
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(Bressiani, 2001; Oliveira et al., 2011). A tolerancia ao déficit hidrico, por sua vez,
tem sido associada a diversas caracteristicas, como a atividade do metabolismo
antioxidante, o acumulo de osmoprotetores e osmorreguladores, o controle de
atividades fisioldgicas, alteragdes biométricas, reducdo de trocas gasosas,
producao de enzimas e eficiéncia no uso da agua (Morais et al., 2013).

O déficit hidrico € uma caracteristica complexa, determinada por multiplos
fatores morfologicos, fisiolégicos e metabdlicos. Durante o processo de selecao
para tolerancia a seca, muitas variaveis com pouca ou nenhuma contribui¢cao
podem ser consideradas, dificultando a identificacdo de gendtipos superiores
(Costa et al., 2013). Com isso, a andlise e interpretacao dos dados tornam-se
desafiadoras e onerosas para os programas de melhoramento (Araujo & Coelho,
2009; Costa et al., 2013).

A analise de componentes principais (ACP) é uma ferramenta estatistica
que permite identificar as caracteristicas mais relevantes e suas inter-relacoes,
além de eliminar variaveis redundantes ou de baixa expressividade. Dessa
forma, a ACP pode facilitar a avaliagdo de gendtipos, reduzir custos e acelerar o
processo de identificacdo de materiais promissores (Costa et al., 2013).

Adicionalmente, a utilizacdo de metodologias estatisticas robustas para
analise de dados desbalanceados é fundamental, considerando que a perda de
parcelas é comum em experimentos agricolas. Nesse contexto, os modelos
lineares mistos tém se consolidado como uma estratégia eficiente no
melhoramento genético de diversas culturas de importancia econémica (Bastos
et al., 2007; Eilert et al., 2020; Goncalves et al., 2014).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi quantificar as
respostas do metabolismo antioxidante da cana-de-agucar sob condi¢cées de
déficit hidrico, simuladas com polietilenoglicol 6000, em fase inicial de
desenvolvimento, e identificar as caracteristicas de maior relevancia para

condicdes de seca.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar variaveis do metabolismo antioxidante associadas a maior
tolerancia a seca em variedades de cana-de-agucar (Saccharum spp.)
submetidas a condi¢des de déficit hidrico induzido por polietilenoglicol 6000.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar as diferencas no metabolismo antioxidante enzimatico entre
variedades de cana-de-acucar submetidas ao déficit hidrico, em

comparagao ao tratamento controle.

e Selecionar variedades com menor grau de dano oxidativo sob condi¢des
de déficit hidrico.

¢ Identificar as variaveis mais relevantes para a selegdo de variedades de

cana-de-agucar com maior tolerancia ao déficit hidrico.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Histérico da cana-de-acucar no Brasil e Classificacao botanica

A cana-de-aglcar (Saccharum spp.) é considerada uma espécie
semiperene, que possui como centro de origem o Sudeste Asiatico, mais
precisamente a regiao central da Nova-Guiné e Indonésia a partir de onde foi
disseminada para as demais partes do mundo (Daniels & Roach, 1987; Segato,
et al., 2006). Todavia, ndo ha consenso sobre a localizacdo exata do surgimento
deste género (Bezerra et al., 2018).

De acordo com classificacdo de Cronquist (1981) a cana-de-agucar € uma
graminea pertencente a Divisdo Magnoliophyta, Classe Liliopsida, Ordem
Cyperales, Familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, Tribo Andropogoneae,
Subtribo Saccharininae, Género Saccharum e espécies Saccharum officinarum,
Saccharum barberi, Saccharum robustum, Saccharum spontaneum, Saccharum
sinensis e Saccharum edule. As variedades comerciais cultivadas atualmente
séo consideradas hibridos interespecificos entre seis representantes do género
Saccharum (Segato et al., 2006).

A cana-de-acucar € plantada atualmente em cerca de 121 paises, sendo
o Brasil o maior produtor mundial da cultura, seguido pela india, Tailandia, China
e Paquistdo (FAO, 2024; Cunha et al., 2015).

No continente americano estudos revelam que a chegada da cana-de-
acucar ocorreu por volta de 1493, com mudas trazidas por Cristévao Colombo
da llha da Madeira — Portugal para a atual regido da Republica Dominicana
(Bremer, 1932; Deer, 1921; Dinardo-Miranda et al., 2010).

As caracteristicas favoraveis de solo, relevo, hidricas e climaticas
possibilitaram o pleno desenvolvimento da cana-de-acucar no Brasil colbnia,
utilizando inicialmente mao-de-obra nativa (Rodrigues & Ross, 2020). A boa
adaptacao da espécie as condi¢cbes de cultivo induziu o plantio em todas as
Capitanias da Colbnia, principalmente na regido Nordeste (Marcondes, 2005).
Com isso, observou intenso aumento na constru¢ao de novos engenhos nessas
localidades (Fontanetti & Bueno, 2017).

Os trabalhos de melhoramento genético associados as melhorias no

manejo da cana-de agucar no Brasil contribuiram significativamente com o
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incremento de produtividade das lavouras (Barbosa et al., 2008). Estima-se que
0 ganho tenha atingido 30% em 30 anos, visto que o tempo médio para obtencao
de novas cultivares varia entre 10 e 15 anos (Gazaffi et al., 2010; Landell &
Bressian, 2009).

Os trabalhos de pesquisa nas diferentes areas da cadeia produtiva da
cana-de-agucar permitiram grandes avang¢os na produtividade, isso fica evidente
ao analisarmos a evolucao da producao média de colmo por hectare de canaviais
no Brasil, onde, em 1961 esse volume era de 43,45 t/ha e em 2009 chegaram a
marca de 80,26 t/ha (FAO, 2024; Morais et al., 2015b)

Atualmente o Brasil destaca-se como maior produtor mundial de cana-de-
acucar, sendo responsavel por aproximadamente 40% da produgdo mundial
(FAO, 2024).

3.2. Melhoramento de cana-de-acucar

A cana-de-acucar € uma planta alégama, que realiza fecundacao cruzada.
A alogamia acontece principalmente devido a macho-esterelidade presente no
género (Barbosa & Silveira, 2018). Destes cruzamentos, sdo formados milhares
de individuos, com elevada variabilidade genética.

De modo geral, os plantios comerciais sao realizados via propagacao
vegetativa, por meio da brotagdo de gemas laterais (Morais et al., 2015a; Morais
et al., 2015b). Todavia, a propagacéao seminifera também é utilizada, no entanto
de forma restrita, destinadas a programas de melhoramento genético da cultura
(Morais et al., 2015a).

Considera-se que o processo de domesticacdo da cana tenha se iniciado
por volta de 9.000 — 8.000 a.C., sendo que posteriormente as diversas espécies
que compdem o género surgiram em diferentes regides do sudeste asiatico
(Horii, 2004). De acordo com Vieira (2007) a espécie S. officinarum teria surgido
por volta de 2500 a.C. em Papua, Nova Guiné, onde era utilizada principalmente
como planta ornamental devido as variagdes de tonalidade dos colmos e o caldo
adocicado utilizado para alimentacao (Brandes, 1956; Matsouka et al., 2005;
Vieira, 2007). Nesse momento, a selecao dos genétipos era realizada por povos
nativos e baseava-se na coloragéo dos colmos, no baixo teor de fibra e no sabor
mais adocicados do caldo (Landell & Silva, 2004).
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A partir de 700 a.C. a cana foi difundida para as demais regides da Asia e
em 510 a.C. relatos indicam a descoberta da planta pelos Persas, que mais tarde
se tornariam pioneiros no processo de cristalizacdo do acucar (Delgado & César,
1977; Vieira, 2007). A rapida disseminacdo da cana-de-agucar pelo mundo
ocorreu apés a descoberta da especiaria pelos arabes em 600 d.C., todavia, os
primeiros relatos da espécie na Europa foram datados somente em 1305 de onde
foi disseminada para as demais regides do mundo (Vieira, 2007).

Nas américas a cana-de-agucar foi introduzida em 1493 e o gendtipo
utilizado era denominado “Crioula” que era resultado da hibridagéo natural entre
S. officinarum e S. barberi (Bremer, 1932). Essa variedade foi cultivada durante
aproximadamente 250 anos sendo posteriormente substituida por canas
denominadas “Nobres” (S. officinarum), como a variedade “Bourbon”,
amplamente cultivada até o inicio do século XX (Landell & Silva, 2004).

Os primeiros cruzamentos artificiais em cana-de-agucar foram realizados
por Soltwedel, e por Bovell e Harrison em Barbado, dando origem aos primeiros
hibridos nos anos de 1887-1888 (Landell & Silva, 2004; Matsuoka et al., 2005).
No Brasil, os estudos com cana-de-acucar iniciaram-se na transicao do século
XIX para o XX, com a criacao do Instituto Agronédmico de Campinas em 1887 por
D. Pedro Il, realizando pesquisas voltadas para as areas de composicao quimica
dos solos, adubos e variedades, bem como avaliacao e selecao de gendtipos
adequados aos ambientes de producéo (Meloni, 2004; Barbosa et al., 2005).

Os primeiros trabalhos objetivando desenvolver variedades comerciais de
cana foram conduzidos em Pernambuco em 1901, no Rio de Janeiro em 1918 e
em Piracicaba em 1930, todavia, o de maior sucesso ocorreu em Miracatu — SP
em 1934 (Figueiredo, 2010).

De acordo com Ming et al. (2006), as hibridacdes em cana-de-acucar
podem ser historicamente divididas em cinco periodos, sao eles:

Primeiro periodo: Foi caracterizado pelo cruzamento entre “canas nobres”
(S. officinarum) mantendo as caracteristicas qualitativas da espécie;

Segundo periodo: Consistiu na nobilizacdo do cruzamento S. officinarum
x S. spontaneum, mantendo carateristicas de interesse presentes S.
spontaneum, com posterior resgate da qualidade da S. officinarum via

retrocruzamento;
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Terceiro periodo: Foi representado pela obtencao de hibridos através de
cruzamentos entre cultivares nobilizadas;

Quarto periodo: Consistiu na realizacdo cruzamentos entre hibridos para
obtencao dos hibridos atuais;

Quinto periodo: Os cruzamentos realizados nessa fase objetivavam
expandir a base genética.

Atualmente, as variedades de cana-de-acucar plantadas séao hibridos
formados a partir de cruzamentos entre espécies do género Saccharum,
principalmente: duas espécies consideradas selvagens, S. spontaneum L. (2n =
40-128) e S. robustum (2n = 60—-205) e quatro espécies cultivadas S. officinarum
L. (2n = 80), S. barberi (2n = 81-124), S. sinensis. (2n = 111-120), e S. edule
(2n = 60-80) (Morais et al., 2015a; Segato et al., 2006). Todavia, os programas
de melhoramento genético realizam a insercdo genes de interesse presente em
espécies sexualmente compativeis via hibridacdo com intuito de obter
variedades com caracteristicas agronomicamente superiores (Bezerra et al.,
2018; Heerdet, 2008).

Por se tratar de um complexo de espécies alégamas, sugere-se que
cruzamentos entre individuos aparentados sejam evitados por manifestar efeitos
deletérios sobre caracteres relacionados a producao (Hogarth, 1980). Ferreira
et. al (2005) avaliando os efeitos da endogamia em familias de cana-planta (1°
Corte) e soca (2° Corte em diante) verificaram efeitos negativos em diversas
caracteristicas como toneladas de brix por hectare, toneladas de colmo por
hectare, diametro, comprimento e peso médio de colmo.

Dentre as espécies que deram origem a cana, considera-se que a S.
spontaneum e S. officinarum sao as que mais contribuem com os trabalhos de
melhoramento genético e consequentemente com o genoma dos hibridos
cultivado atualmente (Bezerra et al., 2018; Morais et al., 2015a).

Os programas de melhoramentos atuais buscam desenvolver variedades
de cana-de-agucar com elevada produtividade, elevado teor de sacarose,
tolerancia ao déficit hidrico, elevada capacidade de producao de etanol e
biomassa, elevado teor de fibras e com paredes celulares que sejam de facil
rompimento, o que contribui com a producao de etanol de segunda geracao ou
também chamado de lignocelulésico. Além disso, ha a possibilidade de utilizacao



17

do bagaco para queima e geragao de energia, e além disso, almejam plantas
com elevada eficiéncia no uso de nutrientes (Morais et al., 2015a).

Segundo Gazaffi et al. (2010) diversos fatores devem ser considerados
para que um programa de melhoramento genético de cana-de-agucar alcance o
sucesso, dentre eles destacam-se: escolha adequada de genitores para
maximizar os ganhos com a sele¢ao, utilizacdo de recursos que reduzam o erro
experimental, aumentando assim a precisdo e as avaliacbes de caracteres
corretos na época adequada e permitindo a estimar o efeito ambiental na
expressao do fendtipo.

Dentre os caracteres avaliados para seleg¢ao de clones e/ou genitores de
cana-de-agucar destacam-se: a resisténcia a pragas e doencgas, a produtividade
tanto de colmo quanto de agucar, a época de maturacao, o teor e a qualidade da
fibra, a velocidade de crescimento e perfilhamento, a auséncia de florescimento,
o habito de crescimento, a despalha, a brotagédo e longevidade, a adaptabilidade
e estabilidade e a tolerancia a estresses abio6ticos (Landell & Silva, 2004; Morais
et al., 2015a). De acordo com Wang et al. (2003) a obtencédo de cultivares
resistentes aos estresses abidticos requer um programa de melhoramento
genético estratégico e racional e deve ser alicercado em quatro etapas basicas:
a) Selecao de gendtipos que possuem caracteristicas de interesse; b)
Compreensdo dos mecanismos especificos associados a tolerancia e a
susceptibilidade; c) Selecdo e melhoramento genético dos materiais com base
nos recursos e conhecimentos biotecnoldgicos; e d) Adequacao do manejo as
novas exigéncias do genétipo.

O primeiro ponto a ser considerado em um programa de melhoramento
genético de cana-de-agucar consiste na obtencdo de variabilidade genética
através de bancos de germoplasmas e do cruzamento entre individuos
divergentes (Landell & Silva, 2004; Barbosa et al., 2005). Sendo assim, a
caracterizacao dos genétipos disponiveis representa uma etapa fundamental no
direcionamento dos cruzamentos a serem realizados (Santos et al., 2012).

A hibridagdo consiste na tentativa de associar em um unico genétipo,
caracteristicas inicialmente presentes em dois ou mais individuos, e para isso,
alguns fatores sao desejaveis, como producao, teor de agucar, resisténcia a
doencas e pragas, adequacao ao plantio e colheita mecanizada, dentre outras
(Ming et al., 2006). Portanto, torna-se necesséario dispor de materiais com
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variabilidade genética que podem ser encontrados, em diversas instituicoes de
pesquisa do Brasil, que realizam trabalhos associados a cadeia produtiva da
cana-de-agucar.

As principais instituicdes de melhoramento de cana-de-agucar atualmente
no Brasil sdo: A RIDESA com variedades representadas pela sigla RB; o Instituto
Agronémico de Campinas com variedade de sigla IAC; e o Centro de Tecnologia
Canavieira cuja variedades recebem as letras CTC e SP das cultivares anexadas
da Copersucar (Morais et al., 2015a).

A RIDESA - Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor
Sucroenergético — é considerada a principal instituicdo de pesquisa canavieira
no ambito do Governo Federal, possuindo um acervo de cerca de 3.090 acessos
diferentes entre espécies e hibridos (Morais et al., 2015a).

A RIDESA surgiu no ano de 1990 a partir da incorporagéo das unidades
do extinto PLANALSUCAR as Universidades Federais, dando continuidade aos
diversos trabalhos realizados com cana-de-agucar.

Dentre as linhas de pesquisa, destacam-se: melhoramento genético,
biotecnologia, fitossanidade, gestdo ambiental, solos, nutricdo e adubacéo,
relacbes hidricas, produgdo energéticas, manejo e tratos culturais,
administracéo, socioeconémica, diversificacao de produtos, tecnologia industrial
e controle de qualidade, difusédo e transferéncia de tecnologia (RIDESA, 2021).
As etapas realizadas no programa de melhoramento genético da cana-de-agucar
conduzido pela RIDESA podem ser resumidas conforme a figura 1.

De acordo com Silva et al. (2002) a etapa de estimativa dos componentes
de variancia dos genoétipos é fundamental, portanto, caracterizar fenotipica e
genotipicamente a populagdo de trabalho permitira ao melhorista escolher as
estratégias que promoverao maiores ganhos.

A definicdo da herdabilidade permite ao programa de melhoramento uma
maior eficiéncia operacional pois auxilia 0 melhorista na definigdo da melhor
estratégia de selegcdo bem como predizer o ganho do carater avaliado (Fehr,
1987). No entanto, é importante ressaltar que a herdabilidade varia de acordo
com o carater, com a populagao de estudo e com as condigbes ambientais nas
quais os materiais sdo avaliados (Falconer, 1969; Fehr, 1987).



Figura 1. Fluxograma resumido das fases do programa de melhoramento genético da cana-de-acucar realizado
pelas Universidades que compéem a RIDESA.
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Um dos pontos importantes a serem avaliados na realizacao das hibridacdes é
capacidade e o sincronismo no florescimento (BARBOSA et al., 2005). Estudos
indicam que o florescimento é favorecido em temperaturas superiores a 18°C e
maxima situada entre 32 e 35°C, com umidade e precipitaces elevadas, além de
solos deficientes e latitude localizada entre 10°N e 10°S (Levi, 1983 E 1992 apud
Barbosa et al., 2005).

Existem atualmente no Brasil duas estacdes de cruzamento de cana-de-acucar
onde o florescimento € favorecido em condi¢cdes naturais. A estacdo de cruzamento
da Serra-do-Ouro localizada em Murici — AL, sob responsabilidade do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas no qual realiza hibridacdes e
fornece sementes para a RIDESA (Barbosa et al., 2005). E o segundo ambiente que
se destaca na realizacao de hibrida¢des para programas de melhoramento de cana-
de-acucar localiza-se em Camamu na Bahia, o qual fornece sementes para o CTC
(Centro de Tecnologia Canavieira) e para o IAC (Instituto agronémico de Campinas
(Barbosa et al., 2005).

De modo geral, os cruzamentos em cana-de-agucar séo realizados de duas
formas, sao elas: i) os cruzamentos biparentais ou também denominados simples,
cujo processo permite conhecer o genitor masculino e feminino ou; ii) policruzamentos
onde os individuos selecionados se intercruzam, sendo o apenas o genitor materno
conhecido (Barbosa et al., 2005; Morais et al., 2015a).

De acordo com o censo varietal realizado pela IAC (Instituto Agronémico de
Campinas) na safra de 2022/2023 no Brasil, as variedades RBs responderam por
cerca de 54,9% das areas de cultivo, sendo que somente a RB 867515 contribui com
14,02% do montante geral (Braga Junior et al., 2023).

O melhoramento genético da cana-de-agucar é dinamico, visto que os
melhoristas selecionam diversas caracteristicas simultaneamente. Em relacdo ao
melhoramento da cana-de-agucar praticado no mundo nos dias atuais, verifica-se que
existem oportunidades de maiores aportes tecnolégicos quando comparado a outras
culturas como milho e arroz, no entanto, esse cendrio tem se atualizado (Lu et al.,
2024)

A aplicagdo de tecnologias como sequenciamento, biologia molecular,
bioinformatica e técnicas de analise de dados, tem contribuido grandemente com os
avancos nos programas de melhoramento genético da cana e tem-se notado com

maior frequéncia a adogao de tais tecnologias (Lu et al., 2024).
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3.3. Déficit hidrico

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma espécie originaria do sudeste
asiatico, a partir de onde se disseminou para todo o mundo, desenvolvendo-se
principalmente em regides tropicais e subtropicais (Carneiro et al., 2015).

A cana é uma graminea que possui metabolismo C4, portanto, realiza a fixagao
inicial de um composto de quatro carbonos, denominado oxalacetato (Segato et al.,
2006; Taiz et al., 2017). Como caracteristicas desse metabolismo, destaca-se a
elevada eficiéncia de aquisicao e utilizacdo do COz: e alta taxa fotossintética (Segato
et al., 2006).

De modo geral, considera-se que a cana seja uma planta bem adaptada as
condicOes de alta intensidade luminosa e altas temperaturas, além disso possui certa
tolerancia a escassez de agua, todavia, durante o ano estima-se que sdo demandados
de 1500 a 2500 mm (Segato et al., 2006; Doorenbos & Kassam, 1979).

No Brasil, destacam-se como maiores regides produtoras o Centro-Oeste e
Sudeste, principalmente os Estados de Sao Paulo, Goias, Minas Gerais e Mato
Grosso do Sul (CONAB, 2024).

O plantio da cana-de-agucar na regidao Centro-Sul do Brasil normalmente é
realizado em duas épocas, sendo elas: de setembro a novembro, também chamada
de “cana-de-ano” e a “cana de ano e meio”, plantada de janeiro a inicio de abril, sendo
essa segunda modalidade a mais adotada atualmente (Segato et al., 2006; Silva et
al., 2001).

Nas Regides Centro-Oeste e Sudeste nota-se os efeitos dos sistemas tropicais
e de latitudes médias, com isso, as estagcdes sdo bem definidas com seca no inverno
enquanto o verao normalmente € chuvoso (Quadro, 2021).

Ja naregiao Nordeste, que também se destaca na producéo de cana, a estagéao
chuvosa € caracterizada pelo baixo indice pluviométrico, indicando o clima semiarido
(Quadro, 2021).

Desta maneira, o principal fator limitante nas Regides Centro-Oeste e Sudeste
é o indice pluviométrico mal distribuido, ocorrendo geralmente déficit no periodo de
abril a outubro e superavit de novembro a margo, enquanto no Nordeste essa limitagéo
ocorre durante todo o ano (Dias & Sentelhas, 2018).

De modo geral, as areas de cultivo de cana tém sido ampliadas, todavia, néo
tem se notado grandes evolu¢des em relacao a produtividade devido, principalmente,
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as limitacées que atingem a cultura, sobretudo fatores edafoclimaticos (Casagrande
& Vasconcelos, 2010; Garofalo et al., 2020). Segundo Dias & Sentelhas (2018) o
déficit hidrico é o principal fator limitante da produtividade em cana-de-agucar, sendo
responsavel por cerca 73% de queda de produgéao.

A produtividade das espécies cultivadas pode ser limitada por diferentes
fatores, tanto bi6ticos quanto abioticos (Taiz et al., 2017). O estresse pode ser definido
como desvio da condicdo ambiental étima para desenvolvimento da planta, onde o
crescimento vegetal é limitado por fatores exdgenos (Taiz et al.,, 2017). Nessas
condigdes, o potencial genético maximo é limitado de acordo com o nivel de estresse
e a capacidade de respostas do genétipo sob tais condi¢des (Blum et al., 1991).

O déficit hidrico se inicia quando a taxa de absor¢do de agua € menor do que
a de evapotranspiragdo, gerando uma reducdo do status hidrico foliar (Angelocci,
2002; Taiz et al., 2017). Essa desidratacdo ocorre devido ao menor potencial hidrico
existente no solo quando comparado ao da planta, o que acentuado pela perda
atmosférica, reduzindo o conteudo de agua na folha (Taiz et al., 2017).

Normalmente as plantas ndo se encontram completamente hidratadas devido
a constante troca de agua para a atmosfera, perdendo cerca de 97% da agua
absorvida (Taiz et al., 2017). Nos periodos de seca, o déficit hidrico se intensifica e
provoca inibigées do crescimento e da fotossintese. De acordo com Taiz et al. (2017),
a sensibilidade de determinado processo fisiologico ao déficit hidrico é normalmente
resultado dos mecanismos da planta para contornar oscilagbes desse estresse.
Segundo esses mesmos autores, 0 processo mais afetado pelo déficit hidrico é a
expansao celular, que consequente reduz o crescimento e desenvolvimento da planta.

As alteracbes nas plantas desencadeadas pela dessecagao se iniciam com a
percepcao da redugdo do potencial hidrico do vegetal, que ira promover uma série
eventos moleculares que resultardo em modificacbes fisiolégicas, anatbmicas e
metabdlicas (Nepomuceno et al., 2001; Taiz et al., 2017).

Os efeitos primarios do déficit hidrico sdo a reducdo do potencial hidrico,
desidratacdo celular e resisténcia hidraulica, como efeitos secundario cita-se: a
reducdo da expansao celular/foliar; reducdo das atividade celulares e metabdlicas;
fechamento estomatico; inibicao fotossintética; abscisao foliar; alteracao na particao
do carbono; citorrise; cavitacdo desestabilizacdo de membranas e proteinas;
producdo de espécies reativas de oxigénio; citotoxicidade ibnicas e; morte celular
(Taiz et al., 2017).
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E evidente que as plantas respondem diferentemente as condicdes de déficit
hidrico, portanto, avaliar e mensurar quais mecanismo estao envolvidos no maior ou
menor grau de tolerancia de determinados genoétipos a dessecacao constitui parte
fundamental do processo de selegdo e melhoramento genético (Fritsche-Neto &
Borém, 2011).

Uma planta tolerante a seca pode ser entendida como aquela que possui
mecanismos capazes de fazé-la resistir, sobreviver e reproduzir mesmo que em
condic¢des adversas, portanto, suas fungdes vitais sdo mantidas mesmo em condigdes

de deficiéncia (Ferrao et al., 2016; Verslues et al., 2006).
3.4. Mecanismos de tolerancia

As plantas sdo organismos sésseis e por isso estdo constantemente sujeitas a
sofrerem pressdes devido aos diversos fatores estressantes, tanto bidticos quanto
abidticos (Baena-Gonzéalez, 2010; Taiz et al., 2017). Para que as espécies vegetais
pudessem superar as adversidades, sobreviver e se reproduzir, foi necesséario que
desenvolvessem mecanismos capazes de contornar ou mitigar os danos decorrentes
do ambiente estressante (Taiz et al., 2017).

As plantas, ao serem expostas a condicoes ambientais desfavoraveis ao seu
desenvolvimento, ativam mecanismos fisioldgicos e bioquimicos especificos em
resposta ao estresse. Esse processo inicia-se com a percepgdo do estimulo
ambiental, conhecido como sinal, por estruturas sensoriais especializadas. Em
seguida, ocorre a transducao do sinal, que consiste em uma cascata de eventos
moleculares responsaveis por amplificar e converter o sinal inicial em respostas
intracelulares especificas. Esse processo envolve a atuacdo de moléculas
sinalizadoras, como ions calcio, espécies reativas de oxigénio (ROS), fitormbnios e
proteinas quinases, as quais modulam a expressao génica e promovem alteracoes
bioquimicas e morfofisiolégicas nas células vegetais (Souza, 2012; Taiz et al., 2017;
Vinocur & Altman, 2005).

Dessa forma, plantas capazes de ativar mecanismos adaptativos eficientes
frente aos estresses ambientais estao sujeitas a pressdes seletivas que direcionam o
processo de adaptagao evolutiva. Tais mecanismos, ao conferirem maior plasticidade
fisioldégica, permitem a sobrevivéncia, crescimento e reprodugdo mesmo sob

condicbes adversas. Contudo, quando essas respostas ndo sao suficientemente
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eficazes para garantir a homeostase e o funcionamento celular, a aptiddo ecolégica
da espécie € comprometida, restringindo sua distribuicdo geografica e ecolbgica
naquele ambiente (Ricklefs, 2003).

A variabilidade genética presente entre os organismos vegetais permite que os
individuos se distribuam por diversos ambientes do globo terrestres, todavia, dentro
de um mesmo gendtipo pode-se notar alteracoes de diversos atributos com intuito de
melhorar o desenvolvimento do individuo, as chamadas adaptagbes (Aoyama &
Mazzoni-Viveiros, 2006; Grando, 2008).

As modificagbes em plantas podem ser divididas de duas maneiras em
aclimatativas e adaptativas. As alteragdes aclimatativas representam mudancas
temporarias na morfologia e/ou fisiologia, sendo reversiveis quando as condigbes se
alterarem (Taiz et al., 2017). Ja as alteragdes adaptativas sdo de ordem genética
sendo formadas a partir das pressbes ambientais seletivas ao longo de muitas
geracOes (Barreto & Barbosa, 2001; Taiz et al., 2017)

Com relacao aos estresses abibticos estes podem ser de ordem quimica ou
fisica, podendo variar ao longo do tempo e da localizagéo geografica. Diversos sao os
fatores abidticos que afetam o desenvolvimento vegetal, dentre eles cita-se: a luz
(intensidade, qualidade e duracdo), a agua (disponibilidade no solo e umidade),
conteudo e disponibilidade de nutrientes no solo, diéxido de carbono, oxigénio,
temperaturas e toxinas (Taiz et al., 2017).

Os estresses causados por fatores abidticos sdo considerados os problemas
que mais limitam a produtividade das culturas agricolas em todo o mundo, reduzindo
o rendimento médio em mais de 50% (Croteau et al., 2000; Elashamly & Nassar, 2023;
Filippou et al., 2014; Lobell et al., 2011; Munns et al., 2011; Staniak et al., 2023). Em
cana-de-agucar o déficit hidrico pode causar perdas de até 73% (Basnayake et al.,
2012; Dias & Sentelhas, 2018; Gentile et al., 2015; Jacomassi et al., 2024; Verma et
al., 2021; Rani et al., 2024).

O déficit hidrico é considerado um dos principais estresses abioticos. Nota-se
gue esse problema tende a se intensificar devido a maior frequéncia de ocorréncia de
periodos de seca associado ao aumento da temperatura média do planeta. Além
disso, tem se observado a expansdo das lavouras para regides marginais (Ahamed et
al., 2019; Parry, 2019). Como consequéncia constata-se menor desenvolvimento das
cultura e consequentemente menor rendimento produtivo (Ahmad et al., 2016; Silveira
et al., 2010).
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Segundo Artlip & Wisniewski (2002) a resisténcia ao estresse hidrico pode ser
expressa de quatro maneiras diferentes, sao elas: a) reducao do crescimento como
forma de reduzir a demanda por agua; b) adaptacées morfoldgicas; c) adaptacdes
fisiologicas; e d) alteragbes metabdlicas.

Alguns estudos revelam que essas respostas ao estresse variam de acordo
com a fase fenoldgica da cultura (Inman-Bamber & Smith, 2005; Machado et al., 2009;
Pimentel, 2004). No entanto, Hérter (2018) comparando varidveis associadas ao
deficit hidrico em diferentes fases verificou que ha correlagdo positiva de
aproximadamente 70% entre selecdes praticadas na fase de plantula e na adulta.

A cana-de-acucar possui certa tolerancia ao déficit hidrico por conta de seu
metabolismo C4 que otimiza a utilizagdo de agua em ambientes secos (Zingaretti et
al., 2012). Todavia, o déficit hidrico € um dos principais fatores responsaveis pela
perda de produtividade dos canaviais, uma vez que aproximadamente 70% da massa
da planta é composta por agua e os 30% restantes por matéria seca (Basnayake et
al., 2012; Silva et al., 2008b; Vianna & Sentelhas 2014). A importancia do déficit hidrico
se torna ainda mais evidente ao se observar os dados do IEA (2015) que indicam que
em cerca de 80% das areas de cultivadas com cana no Brasil, a demanda hidrica
minima nao é suprida.

Diante da importancia desse estresse para as culturas, o melhoramento
genético da cana-de-agucar possui dentre os diversos enfoques, a obtengdo de
variedades tolerantes ao déficit hidrico, que pode favorecer o aumento na
produtividade das lavouras brasileira (Basnayake et al., 2012 Morais et al., 2015a).

O melhoramento genético da cana-de-aguUcar se inicia pela hibridacdo de
genitores selecionados, que possuam as caracteristicas de interesse, sendo
necessario realizar a caracterizacao prévia dos materiais para estimar variabilidade
genética e os parametros genéticos dos individuos (Morais et al., 2015a). O
conhecimento acerca dos materiais genéticos permite o planejamento dos
cruzamentos, buscando agrupar caracteres de interesse e explorar a heterose (Morais
et al., 2015a).

A selecdo dos germoplasmas representa uma etapa fundamental no
melhoramento genético uma vez que diversos estudos ja indicam a existéncia de
variabilidade genética passivel de ser explorada para a resisténcia ao déficit hidrico
(Basnayake et al., 2012; Hemaprabha et al., 2004; Hemaprabha et al., 2006;



26

Hemaprabha et al., 2013; Inman-Bamber & Smith, 2005; Smit & Singels, 2006;
Machado et al., 2009)

De acordo com Camara et al. (2007) buscando selecionar genoétipos de milho
tolerantes ao déficit com base em parametros produtivos verificaram que as variaveis
analisadas nao sao eficientes para avaliacdo, devido ao alto efeito da variancia
ambiental sobre a variancia genotipica. Desta maneira, a selecdo de genotipos com
base em caracteres secundarios associados com a tolerancia ao déficit hidrico torna-
se a ferramenta mais adequada para obtengdo de novas variedades de cana-de-
acucar (Cushman & Bohnert, 2000).

Para desenvolver gendtipos tolerantes aos estresses, é necessario entender os
efeitos causados nas plantas, bem como suas possiveis respostas sob essas
condigdes.

O estabelecimento dos estresses em plantas pode ser dividido nas seguintes
fases de acordo com Larcher (2000): fase alarme, fase de resisténcia, fase final
(Estadio de exaustao) e fase de regeneracao. A velocidade de resposta ao estresse
pode variar de segundos, minutos ou mesmo horas (Bray, 1997).

A fase de alarme é caraterizada pelo inicio do estresse, portanto ocorre um
desequilibrio das condicbes normais. Essa etapa € caracterizada pela perda de
estabilidade de membranas e desequilibrio dos processos celulares vitais, portanto, a
atividade catabdlica excede a anabdlica, podendo tornar-se irreversivel para casos
maior intensidade (Larcher, 2000; Taiz et al., 2017)

A etapa de resisténcia representa o inicio dos processos de adaptacdao ao
agente estressor quando nao ocorrem alteracdes na intensidade do mesmo, portanto
sdo desencadeados processos de reparo como a sintese proteica e/ou sintese “de
novo” de substancia protetoras (Larcher, 2000; Taiz et al., 2017).

Na fase final, caso ndo ocorra o reestabelecimento do desenvolvimento vegetal,
seja pela atividade metabdlica ou devido a mudancas no ambiente de
desenvolvimento, pode ser desencadeado um estado de exaustao que acarretara a
reducéo dos sistemas de defesa vegetal, tornando a planta susceptivel ao ataque de
patdégenos e possivelmente acarretard um colapso prematuro (Bianchi et al., 2016;
Larcher, 2000, Taiz et al., 2017).

Por fim, ocorre a fase de regeneracdo, onde ocorre a recuperagao parcial ou
completa das funcbes fisioldgicas, quando o0 agente estressor € removido e/ou
superado, favorecendo a recuperacao dos danos (Larcher, 2000; Bianchi et al., 2016).
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Outro ponto importante a ser destacado refere-se ao tipo de tolerancia ao déficit
hidrico. A reducao do potencial hidrico do solo pode ser suportada pelas plantas de
duas maneiras, através prevencao da desidratacdo e/ou por meio da tolerancia a
queda no potencial hidrico dos tecidos, podendo esses mecanismos ocorrerem de
forma isolada ou simultanea (Blum, 2005; Kooyers, 2015; Levitt, 1972; Taiz et al.,
2017).

A prevencgéao da desidratacao refere-se aos mecanismos capazes de manter o
status hidrico elevado na folha, seja pelo aumento na taxa de absor¢céo de agua ou
pela reducéo da conducao estomatica (Blum, 2005; Kooyers, 2015). Desta maneira, a
tolerancia a desidratacdo engloba mecanismos que favorecem a manutencao das
fungdes vegetais sob condi¢des de estresse (Blum, 2005).

Normalmente a primeira resposta das plantas sob déficit hidrico evitar a
desidratacdo dos tecidos, através de mecanismos que mantenham o conteudo de
agua em niveis proximos ao adequado (Verslues et al., 2006).

A curto prazo, o fechamento estomatico pode representar um mecanismo
eficiente no combate a perda de agua, e é considerada uma das primeiras respostas
a reducao do potencial hidrico vegetal (Verslues et al., 2006; Bohnert & Jensen, 1996).
Desta maneira, a reducao do potencial hidrico foliar se torna uma variavel possivel de
ser avaliada para descrever o efeito da seca sobre os diferentes gendtipos.

A sintese e a atividade de &cido abscisico sdo parametros importantes de
serem avaliados devido seu efeito na abertura e no fechamento estomatico (Bray,
1997; Taiz et al., 2017). Esse mecanismo €& considerado fundamental para
manutencdo do turgor celular e funcionamento do metabolismo secundario sob
condic¢des de déficit hidrico (Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 2005).

O acido abscisico é o principal fitorménio associado a tolerancia a seca devido
seu papel no controle da abertura e fechamento estomatico, reducao do crescimento
foliar e caulinar, aprofundamento do crescimento radicular, aumento da condutividade
hidraulica das raizes manutencdo do potencial osmético, produgcdo de proteinas
antioxidantes, redistribuicdo de assimilados e indugéo da senescéncia (Han & Yang,
2005; Taiz et al., 2017; Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 2005)

Apesar do metabolismo C4 favorecer a maior eficiéncia de fixagdo do carbono
sob déficit hidrico, diversos trabalhos indicam que o fechamento estomatico por longos
periodos estda associado a alteragdes nas distribuicbes de carbono e nitrogénio,
reducoes da taxa fotossintética e respiratoria, menor concentracao interna de COz,
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modificacdes no fluxo de agua e nutriente, que resultam em menor desenvolvimento
da cultura (Basnayake et al., 2015; Bohnert & Jensen, 1996; Goncalves et al., 2010;
Lawlor & Tezara, 2009; Medeiros et al., 2013; Sales et al., 2012; Yordanov et al.,
2003).

De acordo com Inman-Bamber & Smith (2005) e Inman-Bamber et al. (2012),
além das alteracdes fisioldgicas citadas, as respostas mais comuns ao déficit hidrico
em cana-de-acucar sdao o enrolamento foliar, fechamento estomatico, senescéncia
foliar, reducao de area foliar, inibicdo do crescimento de caule e folhas, interrup¢do do
alongamento, presenca de tricomas e reducdes na divisao celular. Todavia, a longo
prazo, nota-se que ha maior tendéncia no desenvolvimento de crescimento radicular,
visando manter o suprimento adequado de agua para a planta (Verslues et al., 2006).

Plantas que possuem plasticidade fenotipica, com capacidade de alterar
atributos radiculares como biomassa, comprimento, densidade e profundidade,
geralmente sdo mais tolerantes a dessecacdo por conseguirem extrair maiores
quantidades de agua do solo (Cury et al., 2014; Lisson, 2005; Vasconcelos et al.,
2010).

Outra caracteristica que favorece a manutencdo do turgor celular esta
associada ao acumulo de solutos, que auxiliam no ajuste osmético das plantas (Carlin
& Santos, 2009). Neste mecanismo de tolerancia, o metabolismo vegetal realiza a
biossintese e acumulo de solutos compativeis no citosol e/ou vacuolo, e, portanto,
atuam como osmoprotetores, e auxiliam na manutengéo do equilibrio hidrico, além de
proteger proteinas, enzimas e membranas contra danos, garantindo a continuidade
de atividades vitais. Devido as suas funcdes, essas substancias sao consideradas
diferenciais para superacao de diversos estresses (Abdul Jaleel et al., 2007).

De acordo com Verslues (2006) alguns artificios sdo coordenados pelas plantas
visando evitar a desidratacdo dentre eles o aciumulo de solutos e enrijecimento da
parede celular. O ajustamento osmético, através do acumulo de solutos é considerado
uma das principais respostas ao déficit hidrico, podendo ser utilizado com parédmetro
para selecao de genétipos tolerantes a seca (Farooq et al., 2009). Com o acumulo de
solutos, ocorre a reducao potencial osmético e consequentemente do potencial
hidrico, que resultara na entrada de agua para o interior celular (Farooq et al., 2009).

Diversos autores tém selecionado variedades de cana-de-agucar com base na
capacidade de ajustamento osmotico como Carlin & Santos (2009); Queiroz et al.
(2008) e Silva (2010). Segundo Farooq et al. (2009) o ajuste osmético, a
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osmoprotecao, o metabolismo antioxidante e o sistema de defesa por eliminagéo sao
0s principais aspectos que contribuem para a tolerancia ao déficit. Diversas
substancias osmoprotetoras sdo conhecidas, dentre elas destacam-se a trealose, a
glicina betaina e prolina (Carlin & Santos, 2009).

A prolina € um aminodcido sintetizado a partir da reagéo do acido L-glutamico
via A1 -pyrroline-5-carboxylate (P5C) catalisado pelas enzimas, P5C sintetase (P5CS)
e P5C redutase (P5CR) que é desencadeada sob condigbes estresse hidrico. Durante
esse processo ocorre a paralizagao da produgao de proteina e aumento da protedlise,
que por consequéncia gera maior conteudo aminodacidos celulares como a prolina
(Mittler, 2002). Este aminoacido é considerado osmélito chave para o ajuste osmatico,
tendo destaque ainda como osmdlito compativel em condi¢cées de déficit hidrico
(Delauney & Verma, 1993; Mittler, 2002; Sodek, 2004).

Diante dessa importancia, diversos autores avaliando plantas submetidas ao
déficit hidrico sugerem a prolina como bom indicador para tolerancia ao déficit hidrico,
inclusive em variedades de cana-de-agucar (Carlin & Santos, 2009; Kumar et al.,
2011; Lum et al., 2014; Queiroz et al., 2008)

Com o prolongamento do periodo sob estresse hidrico, diferentes mecanismos
precisam ser ativados com o intuito de tolerar os efeitos da desidratacao, visto que
todas as alternativas para impedir a perda de agua nao foram capazes de impedir a
reducéo do status hidrico vegetal (Reddy et al., 2004).

As plantas submetidas a periodos prolongados de seca tém reducdes na taxa
fotossintética, devido a reducdes nas trocas gasosas decorrentes do fechamento
estomatico pelo acumulo de acido abscisico (Taiz et al., 2017). Com a desidratacao
ocorre 0 desacoplamento dos fotossistemas e os elétrons livres deixam de ser
transferidos para 0 NADP+ e passam para o oxigénio, formando as espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Taiz et al., 2017).

As EROs sao moléculas altamente reativas geradas pela redugao parcial do
oxigénio, ocorrendo principalmente nas mitocondrias, plastidios, peroxissomos e na
parede celular (Taiz et al., 2017). Embora as EROs sejam continuamente produzidas
durante os processos de respiragdo e fotossintese nas plantas, mecanismos
antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos regulam suas concentragdes para niveis
nao prejudiciais as células (Soares & Machado, 2007; Mittler, 2002). Além disso, as
ERO atuam como moléculas sinalizadoras em processos de desenvolvimento e

crescimento vegetal (Hung et al., 2005; Del Rio et al., 2006).
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Todavia, sob condicdes de estresse, ocorre um desequilibrio entre a formacao
e a eliminacdo das EROs, gerando um acumulo que por consequéncia acarretada
danos as células. Em relacdo aos feitos das EROs, destaca-se a rapida reagao de
oxidacao de diversos constituintes celulares por essas moléculas, dentre eles
proteinas, DNA, RNA e lipideos (Taiz et al., 2017). Desta maneira, pode-se dar inicio
a um processo autocatalitico de oxidacao de membranas, causando a degradacao de
organelas e da membrana plasmatica (TAIZ et al., 2017). Dentre as formas de mais
comuns de EROs em vegetais destacam-se: o superéxido (O2™); o oxigénio singleto
('O2), perdxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (OH") (Taiz et al., 2017)

A primeira linha de defesa dos vegetais contra os efeitos deletérios das ERO
sd0 0s mecanismos de detoxificagdo, que podem ser tanto enzimaticos quanto nédo
enzimaticos (Gratdo et al., 2005). O complexo antioxidante ndo enzimatico € composto
por determinados lipidios de membrana, tocoferol (Vitamina E), glutationa (GSH),
ascorbato (Vitamina C), B-caroteno (Barbosa et al., 2014; Noctor & Foyer, 1998; Foyer
& Noctor, 2009). Efeitos positivos da prolina também podem ser notados na protegéo
de membranas contra os efeitos citotdéxicos das EROs (Sharma & Dubey, 2005). Ja o
metabolismo antioxidante ndo enzimatico é composto principalmente pela superdxido
dismutase (SOD), a ascorbato peroxidase (APX), a glutationa peroxidase (GR), as
peroxidases (POD), a catalase (CAT) e polifenoloxidases (Barbosa et al., 2014; Noctor
& Foyer, 1998).

Devido a severidade dos danos decorrentes do acumulo de niveis elevados de
EROs, a quantificacdo da eficiéncia dos mecanismos de desintoxicagao torna-se uma
ferramenta fundamental e efetiva na selecado de variedades de cana-de-agucar
tolerante ao déficit hidrico, sendo empregada em diversos trabalhos (Boaretto et
al.,2014; Cia et al., 2012; Gomathi & Rakkiyapan, 2011; Morais et al., 2018; Morais et
al., 2020 Vilela et al., 2017).

As avaliacdes do sistema antioxidante podem ser realizadas pela quantificacao
de enzimas e ndo enzimas ou indiretamente por meio da andlise do acumulo de
malondialdeido (MDA), que indica o nivel de danos as membranas (Gratdo et al.,
2005; Masia, 2003). Com isso, reflexos podem ser observados na taxa fotossintética,
ja que as EROs causam danos as membranas de pigmentos fotossintetizantes (Nxele
et al., 2017; Silva et al., 2014).

Diversos trabalhos ja comprovaram respostas diferenciadas entre variedade de
cana-de-acgUcar as espécies reativas de oxigénio, viabilizando a selecao de gendtipos
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de acordo com a eficiéncia do metabolismo antioxidante (Boaretto et al.,2014; Cia et
al., 2012; Gomathi & Rakkiyapan, 2011; Jacomassi et al., 2024; Morais et al., 2018;
Morais et al., 2020; Teixeira et al., 2022 Vilela et al., 2014).

3.5. Enzimas antioxidantes

Para que as plantas pudessem se adaptar ao ambiente terrestre, foi necessario
gue desenvolvessem mecanismos de tolerancia capazes de permitir o crescimento
mesmo diante dos diversos estresses a que poderiam estar expostas. Entre os
principais desafios, destaca-se o déficit hidrico (Pimentel, 2004).

Nos dias atuais, o déficit hidrico é considerado o principal fator limitante da
produtividade das plantas, afetando o crescimento e a producao agricola. Estudos
indicam que 90% das terras agricultaveis no mundo sao afetadas pela seca (Fathi &
Tari, 2016). Entre os principais efeitos do déficit hidrico estdo a reducao no
desenvolvimento e produtividade das culturas, podendo em casos mais severos levar
a morte das plantas.

Atualmente, a cana-de-acucar é cultivada em diversas partes do mundo e o
déficit hidrico € considerado o principal fator limitante da produtividade, sendo
responsavel por perdas de até 60% (Basnayake et al., 2012; Ferreira et al., 2017).

Diante desse cenario, encontra-se na literatura diversos estudos buscando
estratégias de manejo visando reduzir as perdas de produtividade decorrente da seca,
dentre eles cita-se: adocao de irrigacao (Ascoli et al., 20217; Vianna & Sentelhas,
2014), aplicacdo de bioestimulantes (Costa et al., 2011; Torsian et al., 2020),
aminoacidos, dentre outros produtos e manejos (Ferreira et al., 2017; Maia Janior et
al., 2021; Zilliani, 2015). Todavia, essas estratégias manejo possuem impactos
ambientais, e nos custos de producéo da cultura.

O melhoramento genético vegetal tem contribuido significativamente com a
obtencdo de variedades com maior tolerancia a estresses abioticos, ganho de
produtividade, melhoria da qualidade da matéria-prima e tolerancia a pragas e
doencas (Barbosa et al., 2005).

A exposicao de plantas a condi¢cdes adversas, promove o aumento na sintese
de EROs (Morais et al., 2018). Sob condi¢cdes de déficit hidrico, a eficiéncia do
metabolismo antioxidante tem sido associada a tolerancia de variedades, sendo
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inclusive adotado por melhorista como critério de selecdao de materiais genéticos
promissores (Boaretto et al., 2014; Cia et al., 2012; Vilela et al., 2017).

A depender dos niveis celulares, as EROs podem atuar como moléculas
sinalizadoras, importantes para o desenvolvimento vegetal, quando em baixas
concentracdes ou causar danos as estruturas celulares quando os niveis se tornam
elevados (Soares & Machado, 2007).

Os principais locais de formagao das EROs sdo mitocéndrias, cloroplastos e
peroxissomos (Karuppanapandian et al.,, 2011). As principais EROs conhecidas
atualmente sao radical superéxido (O2°*), peroxido de hidrogénio (H20:2), radical
hidroxila (HO®) e oxigénio singleto ('Oz). Normalmente, a formagéo dessas moléculas
ocorre devido a sucessivas adi¢cdes de elétrons a molécula de oxigénio, ou ainda
devido a sua excitacao (Barbosa et al., 2014).

Quando em elevados niveis, espécies reativas de oxigénio causam danos
irreversiveis ao metabolismo vegetal, devido a oxidacao de lipideos das membranas,
danos ao DNA e oxidagao de proteinas (Carlin et al., 2012; Sales et al., 2013).

Em condigbes normais de desenvolvimento, ha equilibrio entre a formagéo e o
consumo das EROs. Todavia, quando ha algum fator causador de estresse ao vegetal,
a formagéao supera a neutralizagdo, dando inicio ao denominado estresse oxidativos
(MITTLER, 2002; MILLER at al., 2010).

Em tais condi¢des, nota-se aumento da atividade do metabolismo antioxidante,
podendo este ser dividido em duas classes, o enzimatico € 0 ndo enzimatico. Ambas
as classes atuam no combate as espécies reativas de oxigénio. No sistema
antioxidante ndo enzimatico destacam-se: ascorbato, alcaldides, flavonodides,
glutationa, compostos fendlicos, prolina, glicina betaina, tocoroferol e carotendides
(Gratao et al., 2005). Essas moléculas possuem ainda funcdo osmorreguladora e
osmoprotetora, atuando na estabilidade das membranas, reduzindo os danos do
estresse oxidativos (Hoque et al., 2008).

No sistema de defesa antioxidante enzimatico destacam-se a superéxido
dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), glutationa
redutase, peroxidases (EC 1.11.1.7), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e polifenoloxidase
(El-Beltagi & Mohamed, 2013; Miller et al., 2010; Mittler, 2002).

A superdxido dismutase (SOD) esta presente em plantas de trés configuracoes
isoenzimaticas distintas, sendo elas: Cu/Zn (Cu/Zn-SODs), Fe (Fe-SODs) e Mn (Mn-
SODs) (Bowler et al., 1991). As Mn-SODs estédo localizadas em mitocondrias e
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peroxissomos, ja as Cu/Zn-SODs sao encontradas em mitocéndrias, cloroplastos e
peroxissomos (Del Rio et al., 2002). As Fe-SODs estéo localizadas no cloroplasto de
algumas plantas (Alscher et al., 2002; Ferreira et al., 2002).

A SOD é considerada a primeira linha de defesa vegetal contra as EROs,
catalizando a reacao de dismutacao do Oz*- em H202 e O2 (Polle, 2001; Zelko et al.,
2002).

Diversos autores tém relatado aumento da atividade da SOD associada a maior
tolerancia de variedades de cana-de-agucar a seca (Hemaprabha et al., 2004; Jain et
al., 2015; Sales et al.,2015; Santos et al., 2015). Sales et al. (2013) verificaram que a
maior atividade da SOD na variedade IACSP94-2094 foi responsavel pela mais rapida
recuperacado da taxa fotossintética apos déficit hidrico. Jangpromma et al. (2012)
concluiram ainda que variedades tolerantes a seca possuem maior atividade da SOD
quando em condi¢cdes de déficit hidrico.

A catalase (CAT, EC 1.11.1.6) é uma classe de enzimas que ficam localizadas
nos peroxissomos e s&o0 resposaveis catalisar a oxidagdo do H202 a H20 e O2
(MITTLER et al., 2002). A CAT é responsavel por converter as EROs formadas pela
B-oxidacao de acidos graxos e/ou durante a fotorrespiracdo em agua e oxigénio
molecular (Holtman et al., 1994; Igamberdiev & Lea, 2002). Por possuir baixa afinidade
pelo H202, a reagdo da CAT com as EROs normalmente ocorre em condigbes de
estresse oxidativos (Mittler, 2002; Gratao, 2005).

Morais et al. (2018) verificaram em variedades de cana-de-agucar submetidas
ao déficit hidrico e salino, menores reducdes do peso fresco e do teor de clorofila,
quando ocorreram aumentos na atividade das enzimas catalase e ascorbato
peroxidase.

As peroxidases (POX, EC 1.11.1.7) sdo enzimas do grupo das oxirredutoras,
responsaveis pela eliminacdo de H20: citotdxicos, portanto, possuem papel
fundamental no equilibrio redox (Mittler, 2002).

Ngamhui et al. (2015) avaliando variedades comerciais de cana-de-agucar
tolerantes e suscetiveis ao déficit hidrico associaram o melhor desempenho de
determinados materiais sob tais condi¢cdes devido ao aumento da atividade da
ascorbato peroxidase e da peroxidase.

A determinagéo da eficiéncia do metabolismo antioxidante seja ele enzimatico
ou ndo enzimatico, pode ser realizada através da determinagdo do conteudo de
malondialdéido (MDA). Essa variavel é considerada um marcador para sele¢do de
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genotipos, pois indica o nivel de peroxidagao lipidica da membrana celular (Sharma
et al., 2012).

Sob condicbes de estresse bibdtico ou abidtico, dentre eles, o déficit hidrico,
verifica-se 0 aumento dos niveis de MDA, sendo tais critérios utilizados para selecéo
genotipica, onde menores conteudos indicam maior tolerancia (Morais et al., 2018).

Morais et al. (2018) verificaram que as resposta do metabolismo antioxidante
em variedades de cana-de-agucar tolerante ao déficit hidrico foi mais eficiente no
combate as EROs, diante disso, pode-se inferir que em tais materiais, houveram
menores danos estruturais tanto as células quanto ao aparato fotossintético, refletindo

maior desenvolvimento.

3.6. Analise de Componentes Principais

Os programas de melhoramento genéticos de cana-de-agucar possuem em seu
Banco Ativo de Germoplasma milhares de materiais genéticos, com elevada
variabilidade genética, incluindo diferentes espécies do género Saccharum que séao
capazes de se intercruzarem (Barbosa et al., 2005). Essa demanda ocorre devido a
necessidade em se ter disponivel variabilidade genética que possibilite recorrer para
superar adversidade bidticas e abidticas que surgem ao longo dos anos, bem como
melhorar caracteristicas produtivas e industriais das variedades que se tém cultivadas
atualmente (Morais et al., 2015).

Os cruzamentos direcionados por melhoristas tém como objetivo suprir as
necessidades do setor e melhorar parametros relacionados a produtividade e
qualidade da matéria-prima. Entre esses parametros estdo: tolerancia a pragas e
doencas, tolerancia a estresses abioticos, adaptacao a colheita mecanizada, aumento
do teor de sacarose, alta producdo de biomassa e etanol. Para alcancar esses
objetivos, sédo trabalhados aspectos relacionados a biotecnologia, ciéncia do solo,
nutricdo de plantas, climatologia, fisiologia, patologia, entomologia, economia, entre
outros (Morais et., 2015).

Para as variedades de cana-de-agUcar cultivadas atualmente, observa-se uma
maior contribuicdo para a formagado do genoma das espécies S. officinarum e S.
spontaneum. As S. officinarum sao consideradas canas nobres, capazes de acumular

altos teores de sacarose no colmo. Ja as S. spontaneum se destacam pela maior
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rusticidade, capacidade de perfilhamento e tolerancia a pragas e doencas. (Morais et.,
2015; Garsmeur, 2017).

As principais caracteristicas avaliadas por melhoristas para a obtencdo de
variedades de cana-de-agucar sado poligénicas. Isso significa que diversos genes
estdo associados as caracteristicas de interesse (Capone et al., 2011; Michereff,
2001; Pedrozo et al., 2011). Desta maneira, ao selecionar um material genético, torna-
se necessario avaliar varias caracteristicas que, em conjunto, definirdo o gendtipo
desejado. No caso da tolerancia ao déficit hidrico, por exemplo, Larcher (2000)
associa as variacdes observadas a fatores morfolégicos, fisioldégicos, bioquimicos e
metabdlicos, cada um subdividido em subparametros (Carlin & Santos, 2009; Ecco et
al., 2014; Maia Junior et al., 2018; Morais et al., 2018).

Além disso, tais carateristicas sdo altamente influenciadas pelo ambiente,
fazendo com que possuam alta variabilidade fenotipica decorrente da variabilidade
ambiental (Silva et al., 2015). Diante dessas consideracoes, fica evidente que tais
andlises e avaliagGes, com objetivo de selecionar materiais promissores se tornam
complexas, demandando tempo, méo-de-obra e portanto, onerosas.

Para isso, as estratégias de estatistica multivariada vém sendo adotadas para
analisar as diferentes caracteristicas associadas ao objeto de selecao e, interpretar
simultaneamente os diversos conjuntos de dados obtidos a partir das avaliagdes,
sendo possivel estabelecer relagdes entre elas (Hair et al., 2009; Resende, 2007).

A analise multivariada possui diversos métodos e técnicas que auxiliam na
interpretacao teérica de um conjunto de dados obtidos de experimentos (Moita Neto,
2004). No caso de analises em que 0 objetivo € apenas realizar inferéncias
estatisticas, podem ser utilizados os métodos de teste de hipoteses, estimacdo de
parametros, as andlises de variancia, covariancia e regressao multivariada (Mingoti,
2007).

Para analises exploratérias com grandes volumes de dados, e onde se deseja
sintetizar informagdes sem perder a qualidade dos dados, a literatura oferece diversas
ferramentas. Entre elas estdo: analise fatorial, analise de correlagdo candnica, analise
de agrupamento, andlise discriminante, andlise de correspondéncia e analise de
componentes principais.

A andlise de componentes principais, termo oriundo do inglés Principal
Component Analysis (ACP), é uma técnica de estatistica multivariada utilizada para

identificar inter-relagbes entre um grande numero de variaveis de acordo com suas
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dimensdes individuais. A ACP se destaca como uma ferramenta relevante na selecao
de gendtipos devido a capacidade avaliar simultaneamente varios parametros e as
correlacdes entre os dados avaliados (Hair et al., 2009)

Para isso, nesta ferramenta, os conjuntos de dados originais sao transformados
em um conjunto menor, denominados componentes principais (chamado também de
CPs), que nao estao correlacionadas. Todavia, os dados resumidos devem preservar
as informagdes dos dados originais e ndo podem ocasionar perda de informagdes
relevantes (Hongyu et al., 2015; Leite et al., 2016).

Para interpretagdo dos resultados, os CPs sdo convertidos em valores
numéricos, denominados escores, que sao estimados individualmente e agrupados
de acordo com sua variancia e com os demais individuos dentro da populacédo
amostral (Barbosa et al., 2013). Desta maneira, se torna possivel realizar o
agrupamento dos individuos de acordo com a variacdo de suas caracteristicas
(Barbosa et al., 2013). A partir dos resultados, sdo construidos planos onde os eixos
ortogonais sdo os componentes principais, onde o primeiro plano é composto pelos
12 e 2° CPs, denominado plano principal, que possui a maior parte das informacdes
(Araujo & Coelho, 2009; Vianna et al., 2013). Todavia, caso esses planos nao sejam
capazes de abarcar a maior proporcao da variacao total dos dados, é necessario
examinar os demais planos, também denominados planos complementares.

Atualmente, a técnica de componentes principais para agrupamento de
gendtipos e avaliagdo da contribuicdo das variaveis para a variabilidade dos dados
tem sido utilizada em diversas areas e culturas, auxiliando pesquisadores e melhorista
nos trabalhos de sele¢cdo materiais promissores.

Assuncéao Filho et al. (2022) avaliando variedades criouladas de feijao-fava,
adotaram a diferentes andlises multivariadas, incluindo a ACP para identificacdo de
relacbes entre racas potenciais do grupo “Boca de moga”, e com isso selecionar
materiais agronomicamente superiores para agricultores e consumidores. Diante
destes resultados, o tornou-se possivel direcionar os cruzamentos entre materiais com
maiores distdncias genéticas, bem como verificar aqueles que possuem
caracteristicas complementares.

Em cana-de-acucar, diversos trabalhos vém sendo conduzidos adotando
analises de componentes principais, buscado identificar variaveis de maior variancia
e aquelas que mais contribuem com o objeto de estudo. Ruhoff et al. (2009) avaliando

variaveis associadas a evapotranspiracdo em cana-de-aglcar no cerrado,
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identificaram que a variagdo da oferta de energia, o processo de circulagdo
atmosférica local, e as condicées da vegetacao, explicam 75 e 82% da variancia dos
dados, concluindo que estes sdo principais fatores associados a perda de agua para
a atmosfera.

Lopes et al. (2014) avaliando a divergéncia genética entre clones de cana-de-
acucar para direcionamento de cruzamentos em programas de melhoramento
genético identificaram que os CPs 1 e 2 explicaram 96% da divergéncia genética
encontrada, além disso, possibilitou a identificagdo dos materiais com maior
divergéncia genética. Sendo as caracteristicas: quilograma de brix por parcela,
seguida por brix, massa de 10 colmos e numero de colmos por parcela, as variaveis
que mais contribuiram com a divergéncia genética. Diante destes resultados, tém-se
a possibilidade, no melhoramento genético da cana, a recombinacao de clones com
maior divergéncia e maior produtividade com intuito de obter melhores individuos.

Ongala et al. (2016) adotando estratégias de andlise multivariada para
selecionar variedades de cana-de-agucar com base em caracteristicas fenotipicas de
maior variabilidade genética identificou que das 19 caracteristicas apenas 10 possuem
relevancia para o melhoramento genético, explicando cerca de 80,8% da variabilidade
genéticas. Desta forma, as demais caracteristicas podem ser descartadas por conta
da similaridade entre variaveis e baixa relevancia, reduzindo custos relacionados com
a selecao dos materiais.

Trabalhos também estdo sendo conduzidos buscando identificar variancia
genética associada a tolerancia a doencas, como Mehareb (2020) analisando a
variabilidade de caracteristicas para tolerancia a broca da cana-de-acucar e doencas
como carvao, estrias e mosaico em 18 gendtipos de cana-de-agucar e identificaram
que % de colmo perfurados, % de entrends perfurados, comprimento dos colmos,
acucar recuperavel e rendimento de agucar foram os mais relevantes no que se refere
a variacao genética. Por esse trabalho, foi possivel estabelecer correlagdes positiva
entre altura de planta e didmetro do colmo, com a produtividade. De maneira contraria,
ocorréncia de estria, carvdo, mosaico e broca, foi negativamente correlacionado com

produtividade, rendimento de agucar, % de sacarose, % pureza e % de recuperagao.

3.7. Modelos Lineares Mistos
Os modelos estatisticos foram desenvolvidos com intuito de explicar respostas
de uma variavel dependente associadas diferengas atribuidas a uma outra série de
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variaveis independentes. Esses efeitos podem ser denominados como fixos ou
aleatérios (Searle et al., 1992)

Os efeitos fixos sdo aqueles onde o conjunto de tratamentos ou niveis séo
finitos e, portanto, as inferéncias ficam restritas aos fatores avaliados (Searle et al.,
1992). Em relacdo aos fatores aleatérios, as inferéncias sédo realizadas sobre a
populacdo na qual o conjunto infinito de tratamentos foram foi aplicado. Diante da
natureza dos dados, fixa e/ou aleatdria, define-se qual 0 modelo estatistico apropriado
para interpretacao dos dados.

Para Duarte e Venconvsky (2001) em programas de genética e melhoramento
vegetal, os gendtipos podem ser trabalhados considerando-os como efeitos
aleatorios, enquanto que os demais fatores avaliados, devem ser fixos.

Com a evolugéo de sistemas computacionais, tornou-se possivel desenvolver
softwares estatisticos cada vez mais robustos, com capacidade de processar
informacdes e metodologias de analise de dados mais complexas e robustas, capazes
de trazer informagdes mais detalhadas e precisas (Resende et al., 2012).

A Analise de Variancia (ANOVA) é um método de andlise estatistica utilizada
para testar igualdade entre trés ou mais médias populacionais com base na analise
das variancias amostrais. Apesar das contribuicdes ja proporcionadas por tal
metodologia, existem limitacdes como incapacidade de trabalhar com parcelas
perdidas e possibilidade de avaliar apenas um efeito aleatério (Kutner et al., 2004)

Henderson (1949) desenvolveu a metodologia de Modelos mistos, inicialmente
destinada a avaliagdo de bovinos, no entanto, foi apenas em 1973 que este mesmo
autor, divulgou tais estudos, passando a ter maior visibilidade apds 1982,
impulsionado pelo aumento de capacidade dos processadores computacionais
(Henderson, 1973; Resende, 2002).

A analise de modelos lineares mistos (MLMs), ou somente Modelos Mistos, sao
adotadas atualmente em estruturas onde se deseja avaliar alguns fatores fixos e
aleatorios, ou seja, 0 modelo possui efeitos fixos e aleatérios, além da média e do
erro.

No melhoramento genético vegetal, atualmente, essa metodologia est4 sendo
aplicada em diversas areas, incluindo selecdo de gendmica (Resende et al., 2012),
analises em multiambientes (Silva et al., 2018), andlises de medidas repetidas (Freitas
et al., 2011), diversas outras aplicagoes.
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Em relacdo as culturas aplicadas s&o encontrados trabalhos em culturas
florestais (Missio et al., 2005; Resende et al., 2021; Rosado et al., 2009; Sa e
Tambarussi, 2023), seringueira (Arantes et al., 2010); soja (Evangelista et at., 2021;
Neitzke et al., 2024), milho (Costa, 2024; Santos et al., 2021), cana-de-acucar (Bastos
et al., 2007, Carvalho et al., 2020), milho (Viana et al., 2010) dentre outras culturas.

A analise de Modelos Lineares Mistos é uma ferramenta estatistica que permite
estimar simultaneamente efeitos fixos, aleatérios, além do erro. Pode ser descrito pela
férmula geral:

Yi=Xip+Zib;+e
Onde:
(B)ox1: s@o efeitos fixos
(bi)gx1: s@o efeitos aleatérios
ei: sao residuos.

O y; é definido como o vetor de respostas de dimensdo n;,ondei =1,2,3,...,m,
X; e Z; sdo matrizes de delineamento conhecidas, de dimensdes (n, x p) € (n; x q),
respectivamente; g € um vertor p-dimensional contendo os efeitos fixos; b; € um vetor
q-dimensional contendo os efeitos aleatoérios; e e;é o vetor de dimenséao n;.

Dentre as vantagens da metodologia de Modelos Lineares Mistos devemos
destacar a capacidade de analisar dados distribuidos ao longo do tempo (Kozak &
Piepho, 2018), menores erros do tipo | devido a capacidade de se trabalhar com mais
de um efeito aleatério (Godoy & Nunes, 2020), capacidade de se trabalhar com
parcelas perdidas (Resende, 2007; Pires et., 2007)

No caso da analise de Modelos Lineares Mistos, diferentemente daquilo que se
pratica na ANOVA, os efeitos do modelo nao sao testados via Teste F e sim pelo teste
da razao de verossimilhanca (LRT), que pode ser resumido através de um quadro
similar ao da ANOVA, mas que é denominado Analise de Deviance (ANADEV), onde
a significancia é testada pelo qui-quadrado, com um grau de liberdade (Resende et
al., 2012).

Em Modelos Mistos, a metodologia RELM/BLUP (Maxima Verossimilhanca
Restrita/Melhor Predicdo Linear Nao-Viesada) tem sido amplamente utilizada em
programas de melhoramento genético. O REML/BLUP foi desenvolvido por
Henderson (1975) para avaliagcbes genéticas.

De acordo com Resende (2005), o REML/BLUP é considerado o procedimento

otimo para estimacao dos componentes de variancia por verossimilhanca restrita
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(REML) e a predigéo dos valores genéticos para melhor predicdo linear ndo viesada
(BLUP).

Em cana-de-acucar, trabalhos com Modelos Lineares Misto vém sendo
conduzidos visando selecionar variedades sob interacao ambiental (Salinas-Ruiz, et
al., 2022), avaliacao e selecao de familias (Oliveira et al., 2013; Silva et al., 2013),
selecao de familias de maturacao precoce (Oliveira, 2007), tolerancia ao frio (Harter
et al., 2024), dentre outros.

Portanto, essa metodologia tem se mostrado promissora em programas de
melhoramento genético vegetal por conta das vantagens citadas, sendo sua adocao

cada vez mais frequente.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Local, Periodo Experimental e Material Vegetal

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao climatizada localizada na
Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo Campo Experimental Professor Diogo Alves
de Melo pertencente ao Departamento de Agronomia da Universidade Federal de
Vigosa, no municipio de Vigosa, em Minas Gerais.

As coordenadas geograficas sdo: latitude 20°45'45”, longitude 42°52'04”, com
altitude aproximada de 690m. De acordo com a classificacao Képpen o clima da regiao
é descrito como Cwa, com temperatura média anual de 20,4°C e pluviosidade de 1251
mm. No entanto, no ambiente do experimento, a temperatura se manteve controlada
na faixa de 24 a 34°C, mediante ao uso de exaustores e aquecedores.

O periodo experimental foi de 30 de setembro de 2022 a 30 de janeiro de 2022.
Foram selecionadas 30 variedades para avaliacao conforme a relevancia destas para
a canavicultura nacional. Foram elas: RB92579, SP80-1842, RB98710, RB966928,
RB867515, CTC 2, RB965902, SP77-5181, RB855453, RB097217, SP80-1816,
RB108519, RB975242, SP81-3250, RB72454, RB988082, CTC 4, RB127825,
RB855536, RB855156, RB985476, SP80-3280, CTC 9002, CTC 9003, RB975033,
VAT90-212, CT022994, RB056380, RB056351 e RB975201. Estas variedades
compdem o campo varietal presente na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensao
Professor Clibas Vieira, Vicosa — MG (UEPE — Aeroporto).

Para producao das mudas, o terco médio de canas com idade de 8 a 12 meses
foram seccionados para retirada dos minitoletes com tamanho de 3 — 5 cm, contendo
a gema e parte do entrend.

Posteriormente, estas mudas foram tratadas termicamente a 52,5°C durante
30 minutos, apds esse procedimento, os toletes foram resfriados ao ar livre e
posteriormente foram submersos em solucao contendo fungicida.

Em seguida, foi realizado o plantio em substrato comercial (Carolina Soil®)
onde permaneceram por 30 dias.

Apés esse periodo, o broto foi destacado do colmo para que ndo houvesse
interferéncia do tecido de reserva no desempenho das plantas quando submetidas ao
déficit hidrico. Posteriormente, os brotos foram plantados em substrato comercial para

enraizamento onde permaneceram por mais 30 dias.
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4.2. Conducao em solucao nutritiva

Apés formadas, as mudas foram transferidas para solucdo nutritiva, onde
permaneceram até o momento da retirada das amostras. Para isso, 0 sistema
radicular foi lavado em agua corrente para retirada do substrato aderido.

Foi utilizada a solugcédo de Hoagland e Arnon (1950), com pH mantido entre 5,0
e 5,5, através da utilizacao de HCI ou NaOH, de acordo com a necessidade. Para isso,
foi utilizado Medidor de pH Akso® Modelo AK-90 e Condutivimetro Akso® Modelo AK-
51.

A solugéo nutritiva foi composta 136,09 g L' de Fosfato Monobasico (KH2POa4),
101,11 de g L' de Nitrato de Potassio (KNOs), 236,16 g L' de Nitrato de Calcio (Ca
(NOs)2.5H20), 247,47 g L' de Sulfato de Magnésio (MgS0Os.7H20, 2,86 g L' de Acido
Borico H3BOs3; 1,81 g L' de Cloreto de Manganés (MnCl2.4H20); 0,10 g L' de Cloreto
de Zinco (ZnClz); 0,04 g L' de Cloreto de Cobre (CuClz); 0,02 g L' de Acido Molibdico
(H2MoO4H20); 0,08 g L' de Ferro Quelatizado (Fe-EDDHA).

Para evitar os efeitos prejudiciais da deplecdo de nutrientes sobre o
crescimento e desenvolvimento das plantas, as solugdes nutritivas foram trocadas
semanalmente, e o volume das mesmas nos vasos foi monitorado diariamente e
completado quando necessario.

A aclimatagao das plantas foi realizada através do aumento gradativo da forga

ibnica da solucgao, utilizando na primeira semana 1/4 da forga total, progredindo para

1/2 deste valor na segunda semana e por fim, na terceira foi utilizada a solucéao

completa.
Para aeracao da solucéo, foi utilizado um compressor de com capacidade de
200 L, dotado de filtro para retencao de impurezas.

4.3. Inducao do déficit hidrico
A simulacao do estresse hidrico foi iniciada na quarta semana de cultivo em
sistema hidropdnico. Para isso, foi utilizado o reagente Polietilenoglicol 6000 (PEG —
6000) que atua reduzindo o potencial hidrico da solucdo. O PEG é um composto
inerte, ndo iénico, que possui a capacidade de afetar a pressao osmético, no entanto,
nao é absorvido pelas plantas devido ao tamanho da molécula (Xing e Wu, 2012).
Foram adotados dois tratamentos, sendo um controle e outro estressado. No
tratamento submetido ao déficit hidrico (T1), o déficit hidrico foi induzido reduzindo
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gradativamente o potencial hidrico da solugéo, ja no tratamento (T2), as plantas foram
conduzidas sem a imposi¢cdo de nenhum fator estressante. Para isso, adicionou-se
PEG 6000 para obtencédo de potencial de -0,3 Mpa, posteriormente -0,6 Mpa, em
seguida -0,9 Mpa e por fim -1,2 Mpa, com intervalo de 48 horas entre incrementos. O
nivel do potencial hidrico foi estimado com base na metodologia proposta por Villela
et al. (1991). A coleta das amostras se iniciaram 48 horas ap6s inducao do estresse
maximo (-1,2 Mpa) e teve duragéo 96 horas até o término.

4.4. Analises Bioquimicas
4.4.1. Metabolismo Oxidativo
4.4.1.1. Enzimas antioxidantes

A determinacéo da atividade de enzimas antioxidantes, dismutase superoxido
(SOD, EC 1.15.1.1), Catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e Peroxidase (POX, EC 1.11.1.7)
foi quantificada a partir de amostras de folhas +1 de acordo com a classificagéo
Kuijper, conforme figura abaixo (Figura 2). Para isso, amostras de 0,3 g foram
extraidas e armazenadas imediatamente em nitrogénio liquido, para preservagéao da
integridade foliar. Posteriormente, essas folhas foram transferidas para ultrafreezer a
-80°C onde permaneceram armazenadas até o momento das analises.

As amostras de folhas +1 foram maceradas e homogeneizadas em nitrogénio
liquido, em seguida foram adicionados 2 ml de meio tampé&o de extragdo, composto
de fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM,
Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM e Polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v)
(Peixoto et al., 1999).

Apés essa etapa, 0 homogeneizado foi centrifugado a 12.000 xg a temperatura
de 4° C durante 15 minutos, formando o sobrenadante que foi utilizado como extrato
enzimatico, para quantificagdo da atividade das enzimas.
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Figura 2. Sistema Kuijper de numeragao
de folhas de cana-de-agucar (Adapatado
de Dillewijm, 1952).
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Fonte: Rosseto (2022)

4.4.1.1.1. Determinacao da atividade da Dismutase do Superoxido (SOD, EC
1.15.1.1)

A determinacéo da atividade da SOD foi baseada na metodologia proposta por
Giannopolitis & Ries (1977). Para isso, foi adicionado ao extrato, tampao fosfato de
potassio 50 mM a pH 7,8 acrescidos de metionina 13 mM, nitro blue tetrazolium (NBT)
75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 pM.

O meio reacao contendo e extrato enzimatico e os reagentes para quantificacao
da SOD ocorreu a temperatura de 25°C durante 5 minutos em camara reagao sob
iluminagdo, posteriormente, a absorbancia foi medidas a 560 nm em espectrometro
Thermo Scientific™ Multiskan™. A atividade da SOD é determinada de acordo com a
inibicdo da redugdo do NBT, definindo uma unidade de atividade (1 U) como a
quantidade de enzima necessaria para inibir 50% da fotorreducdo, expressa em
Unidades de SOD min"' mg™ proteina (Beauchamp e Fridovich, 1971).
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4.4.1.1.2. Determinacao da atividade da Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

Para quantificacdo da atividade da CAT seguiu-se a metodologia proposta por
Havir & Mchale (1987), para isso, foram adicionados ao extrato enzimatico os
reagentes tampao fosfato de potassio 50 mM a pH 7,0 e H202 12,5mM. Apds essa
etapa, foi realizada leitura das absorbancias a 240nm em espectrdmetro Thermo
Scientific™ Multiskan™ com temperatura de 30°C e o valor calculado com base no
coeficiente e extincdo molar de 36 M cm™ (Anderson et al., 1995), sendo os
resultados expressos em pmol de H202 min' mg-' proteina.

44.1.1.3. Determinacao da atividade da Peroxidase (POX, EC 1.11.1.7)

A atividade da POX foi determinada a partir da adicao de tampéao fosfato de
potassio 25 mM a pH 6,8, H202 em concentracdao de 20 mM e Pirogalol 20 mM.
Posteriormente, foram realizadas leituras em espectrdbmetro Thermo Scientific™
Multiskan™ no comprimento de onda de 420 nm em temperatura de 25°C no primeiro
minuto de reagdo, e o resultado calculado com base no coeficiente de extingao molar
de 2,47 mM' cm™ (Chance e Maehley, 1955) com resultados expressos em umol de

purporogalina min"' mg™! proteina.

4.4.1.2. Quantificacao de proteinas
A determinacdo de proteinas foi realizada a partir do extrato enzimatico de
acordo com o método de Bradford (Bradford et al., 1976). Para isso, 200 uL do
reagente Bradford foi adicionado a 20 uL do extrato enzimatico, em seguida foi
realizada a leitura em espectrdmetro Thermo Scientific™ Multiskan™ no comprimento

de onda de 595 nm utilizando o BSA (Bovine Serum Albumin) como padrao.

4.4.2. Peroxidacao Lipidica

A peroxidagao lipidica foi quantificada por meio da concentragdo de uma
substancia reativa ao Acido Tiobarbitirico (TBARS — Thiobarbituric acid reactive
substances), por meio da concentracdo de Malondialdeido (MDA).

Para essa quantificacdo, amostras de 0,2g de folhas +1 foram maceradas em
nitrogénio liquido, seguida da homogeneizacao com 2 ml de etanol 80% (v/v). Ap6s
essa etapa foi realizada a centrifugacao a 10.000 xg na temperatura de 4°C durante
10 minutos. Posteriormente, duas aliquotas de 0,5 ml do sobrenadante foram retiradas
e separadas em tubos distintos. Na primeiro além do 0,5 ml do sobrenadante, foi
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adicionado1,5 ml do Acido Tiobarbittrico (TBA) a 0,65% (p/v) em Acido Tricloroacético
(TCA) 20% (p/v). No segundo tubo foram adicionados 0,5 ml do sobrenadante
acrescido de TCA 20% (p/v).

Em seguida, ambos os tubos foram incubados a 95°C durante 30 minutos. O
sobrenadante produto desta reacao foi lido em espectrofotdbmetro Thermo Scientific™
Multiskan™ nas absorbancias de 440, 532 e 600nm.

A concentragdo de MDA foi calculada conforme equagbes abaixo, e 0s
resultados expressos em nmol de MDA g 'MF (HODGES et al., 1999):

1) [(Abs 532,154 — Abs 600.754) — (Abs 532_rp4 — Abs 600_r54)] = A

2) [(Abs 440+TBA — Abs 600+TBA)0!0571] =B
3) MDA (nmolml~*) = ((A — B)/157000)10°

4.5. indice SPAD
No dia da coleta das folhas para analise da atividade antioxidamte, foi realizada
a medicao da intensidade de verde, para isso, foi utilizado um Clorofilémetro SPAD -
502 ® (Minolta, Japan). As medigbes foram realizadas em trés pontos do tergo médio
de folhas +1.
4.6. Delineamento experimental
O experimento foi conduzido com Delineamento em Blocos Casualizados
(DBC) em esquema fatorial (2 tratamentos x 5 repeticées x 30 variedades), com 30
plantas por parcela, sendo uma por variedade, distribuida em cinco repeti¢cdes e 2
tratamentos (Sem déficit hidrico e com déficit hidrico induzido).

4.7. Analises estatisticas

4.7.1. Deteccao e eliminacao de outliers
Para identificacéo e eliminacdo de outliers, adotou-se a metodologia de analise
de residuos e boxplot (Schwertman et al., 2004).

4.7.2. Analise de Cluster
Para identificar agrupamentos nos parametros com um padréo de resposta dos
gendtipos de Cana-de-agucar ao déficit hidrico induzido por polietilenoglicol 6000,
submetemos os dados a analise de cluster hierarquica (HCA) no programa R. Para a
avaliacao dos agrupamentos dos genétipos em cada variavel (MDA, SOD, CAT, POX
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e SPAD), utilizamos como entrada de dados, os mesmos dados obtidos em cada
parametro. Para a avaliacdo da similaridade entre os parametros, os dados de foram
transformados em log10. A matriz de distancia foi calculada usando a distancia
euclidiana como métrica. O agrupamento hierarquico foi realizado usando o método
de ligacdo de Ward e o dendrograma obtido foi analisado para identificar

agrupamentos.

4.7.3. Modelo estatistico
A metodologia de modelo misto (maxima verossimilhanca restrita/melhor
preditor linear imparcial — REML/BLUP) foi utilizada para predizer valores genotipicos,
de acordo com (HENDERSON; QUAAS, 1976). O modelo estatistico para avaliar a
interacdo entre os clones avaliados e os tratamentos PEG e Controle sao

representados por:

y=Xm+Zg+Wi+e

Onde ynx1) é o vetor de dados fenotipicos; mix 1) é o vetor do efeito de repeticéo
e tratamentos (assumido como fixo), somado a média geral (intercepto); gix 1) € o vetor
de efeitos genotipicos (assumido como aleatério), g ~ NID (0, a4); fix 1) € 0 vetor da
interagéo genotipos x tratamentos ( assumido como aleatério), i ~ NID (0, o4); e e
) é o vetor residual (aleatoério), e e ~ NID (0, o<?). 642 é a variancia genética, o4 é a
variancia da interagédo gendtipos x tratamentos, e g.2 é a variancia residual. As letras
mailsculas X xj), Zh xiy € W xij) representam a matriz de incidéncia para os efeitos
m, g, e I, respectivamente.

Para a avaliagdo dos tratamentos avaliados separadamente o modelo
estatistico adotado foi:

y=Xm+2g+e

Onde ynx1) é o vetor de dados fenotipicos; mix 1) é o vetor do efeito de repeticao
(assumido como fixo), somado a média geral (intercepto); gix 1) € o vetor de efeitos
genotipicos (assumido como aleatério), g ~ NID (0, 04°); € enx1) € o vetor residual
(aleatério), e e ~ NID (0, 0.%). 042 € a variancia genética, e g.2 € a variancia residual.
As letras maiusculas Xnxj), Z(nxi) € representam a matriz de incidéncia para os efeitos

m e g, respectivamente.



48

Foi utilizado o pacote estatistico “sommer” (Covarrubias-Pazaran, 2016)

disponivel no software estatistico R (R Core Team, 2021).

4.7.4. Teste de significancia
A significancia dos efeitos do modelo misto foi avaliada pelo Teste de Razéo
Verossimilhanga (LRT). Essa metodologia estima a contribuigdo de efeitos aleatorios
no modelo e determina o log da convergéncia (L) e o desvio do modelo com e sem o
efeito a ser testado. O teste determina a diferenca entre os desvios e compara a
significancia dessa diferenca pelo método estatistico Qui-quadrado com um grau de
liberdade e nivel de probabilidade de 0,01.

4.7.5. Teste T
Para a comparacao de médias, o teste T foi utilizado para comparagéo entre os
tratamentos (Pimentel Gosmes, 2000). Foi testado a hipétese de igualdade entre as
meédias, HO: utrat1 = ptrat2 e a hipotese alternativa Ha: utrat1 # ytrat2 para o nivel se
significancia de 5% em que ptrat1 é a média do tratamento 1 sob condi¢ao de estresse

e utrat2 é a média do tratamento 2 na condig&o controle.

4.7.6. Anadlise de componentes principais

Ainda com base nas médias, foi realizada a analise de componentes principais
(ACP). Para isso, os dados foram parametrizados para que todos pudessem ser
comparados de acordo com a mesma grandeza. Foi utilizada uma matriz de dados,
onde linhas eram compostas pelas variedades de cana-de-agucar e colunas
compostas pelas variaveis avaliadas para isso foi utilizada a funcao prcomp do
software R.

4.7.7. Analise de Cluster

Para identificar agrupamentos nos parametros com um padrao de resposta dos
gendtipos de Cana-de-agucar ao déficit hidrico induzido por polietilenoglicol 6000,
submetemos os dados a andlise de cluster hierarquica (HCA) no programa R. Para a
avaliacao dos agrupamentos dos genétipos em cada variavel (MDA, SOD, CAT, POX
e SPAD), utilizamos como entrada de dados, os mesmos dados obtidos em cada
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parametro. Para a avaliacdo da similaridade entre os parametros, os dados de foram
transformados em log10. A matriz de distancia foi calculada usando a distancia
euclidiana como métrica. O agrupamento hierarquico foi realizado usando o método
de ligagdo de Ward e o dendrograma obtido foi analisado para identificar

agrupamentos.

4.8. Softwares
As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico R (R
Core Team, 2021).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Tratamento dos dados e remocao de Outliers

Os resultados obtidos foram avaliados, e os valores discrepantes (outliers)
foram removidos em duas etapas, seguindo a metodologia de boxplot proposta por
Schwertman et al. (2004), conforme descrito no Material Suplementar |.

No tratamento controle, na primeira etapa, foram identificados dois outliers nas
variaveis MDA e CAT, e sete valores discrepantes para a variavel POX. Na segunda
etapa, foram detectados um outlier em SPAD, sete em CAT, seis em POX e cinco em
MDA.

Para o tratamento com PEG 6000, na primeira etapa, foram identificados sete
e dois outliers nas variaveis CAT e POX, respectivamente. J& na segunda etapa, foram
detectados um outlier em SPAD, seis em CAT, trinta em SOD e dois em MDA.

5.2. Respostas genotipicas a Inducao de déficit hidrico com
Polietilenoglicol 6000

5.2.1. Teste LRT

Por meio do teste de razao de verossimilhanca (LRT), foi testada a hip6tese
nula com o objetivo de verificar a existéncia de diferenca significativa entre o0 modelo
completo e 0 modelo reduzido (sem o efeito que se pretendia testar). Com base nos
resultados obtidos, n&o foi possivel identificar diferencas significativas nas variaveis
SPAD, POX, CAT, SOD e MDA quando submetidas as condi¢cdes contrastantes,
conforme apresentado no Material Suplementar 1.

5.2.2. Teste T

Por meio do teste t, foi possivel verificar diferengas significativas nas variaveis
SOD, MDA e POX entre as médias genotipicas dos tratamentos estressado e nao
estressado, conforme ilustrado na Grafico 1.

Esses resultados indicam que o tratamento submetido ao déficit hidrico
promoveu danos oxidativos as estruturas celulares, evidenciados pela significancia da

interacdo Tratamento:Clone.
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Gréfico 1. Teste T entre médias genotipicas em 30 variedades de cana-de-agucar sob
condicbes de déficit hidrico induzido por polietilenoglicol 6000 (Tratamento 1)
comparado ao tratamento controle sem déficit (Tratamento 2), peroxidase (A),
Superéxido dismutase (B) e malondialdeido (C).

Comparagéo dos Tratamentos para POX A Comparacédo dos Tratamentos para SOD B
p-valor: 2e-04 12 p-valor: 0
+ m
% fal
o] ]
D. w
* I
6
1 2 1 2
Tratamento Tratamento
Comparagéo dos Tratamentos para MDA C
p-valor: 0.0013

-

Tratamento

A concentragédo de MDA foi superior no tratamento submetido ao déficit hidrico
em relacao ao controle, indicando maior peroxidacao lipidica nas plantas expostas ao
estresse, e, consequentemente, danos oxidativos as estruturas celulares.

A determinacédo dos niveis de MDA € considerada uma das principais analises
associadas a avaliagao da tolerancia ao estresse hidrico, sendo amplamente utilizada
em estudos que comparam a eficiéncia dos metabolismos antioxidantes enzimatico e
nao enzimatico (Carvalho, 2008). O conteudo de MDA € expresso em nmol g~' por
massa fresca (Health & Packer, 1968). Niveis elevados de MDA refletem maiores
danos a componentes celulares, como proteinas, acidos nucleicos, organelas e
membranas, afetando negativamente o funcionamento da membrana plasmatica e

sua seletividade (Barbosa et al., 2023).
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Apesar da formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) ocorrer
continuamente em plantas superiores, o acumulo excessivo dessas moléculas pode
causar danos as células. Em condi¢des normais, as EROs sao geradas em organelas
como mitocdndrias, cloroplastos e peroxissomos, atuando como sinalizadores em
processos fisioldégicos (Karuppanapandian et al., 2011). As EROs sao produtos de
processos metabdlicos dependentes de oxigénio, como respiragcdo aerobica,
fotossintese e fotorrespiracao (Barbosa et al., 2014), incluindo oxigénio singleto ('0,),
radicais superoéxido (eO,"), hidroxila (¢ OH) e peroxido de hidrogénio (H,O,) (Sharma
et al., 2012).

Sob condi¢des fisioldgicas normais, ha um equilibrio entre a producédo e a
desintoxicacado das EROs, mediado pelos mecanismos de defesa antioxidante, tanto
enzimaticos quanto nao enzimaticos (Karuppanapandian et al., 2011). Nesses
cenarios, as EROs desempenham funcbes essenciais no crescimento,
desenvolvimento e na regulagédo de processos metabdlicos das plantas (Hung et al.,
2005; Del Rio et al., 2006; Kim & Kwak, 2010).

Contudo, sob condicdes de déficit hidrico, de acordo com os resultados do
presente estudo, o sistema antioxidante nao foi suficientemente eficiente para
neutralizar o excesso de EROs, resultando em variagées nos niveis de MDA. Isso
sugere diferencas na eficiéncia do metabolismo antioxidante entre as variedades
avaliadas (Anjum et al., 2016; Carvalho et al., 2008; Chakraborty & Pradhan, 2012).

Esses resultados corroboram os achados de Camargo (2013), que, ao avaliar
duas variedades de cana-de-agucar sob estresse hidrico — uma tolerante (IACSP94-
2094) e outra suscetivel (IACSP97-7065) —, observou um aumento significativo nos
niveis de malondialdeido (MDA) em ambas, evidenciando a ocorréncia de danos
oxidativos as membranas celulares. De forma semelhante, Morais et al. (2013)
reportaram o incremento da peroxidacao lipidica em seis variedades de cana-de-
acucar submetidas simultaneamente ao déficit hidrico e estresse salino. Nesse
estudo, os gendétipos considerados tolerantes apresentaram niveis inferiores de MDA
em relacdo as variedades suscetiveis, indicando uma maior eficiéncia dos
mecanismos antioxidantes na contengao dos efeitos deletérios induzidos pelas EROs.

Assim, sob condi¢des de déficit hidrico, sdo observadas variagdes significativas
nos teores de MDA entre os diferentes genétipos, quando comparados ao tratamento-
controle ndo estressado. Essa variagdo indica que a eficiéncia dos sistemas

antioxidantes é inerente a cada material genético, refletindo diretamente na sua
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capacidade de atenuar os efeitos citotdéxicos associados a formacao excessiva de
EROs (Maia Junior et al., 2019; Morais et al., 2018; Morais et al., 2020).

A expressédo dos genes codificadores de enzimas antioxidantes varia entre os
gendtipos e € regulada de forma especifica conforme a constituicdo genética de cada
variedade, influenciando diretamente a capacidade de mitigacdo dos efeitos
citotéxicos das EROs (Cyrne et al., 2003). A magnitude dos danos induzidos pelo
deficit hidrico depende nao apenas da intensidade e duragcdo do estresse, mas
também da interagdo com outros fatores ambientais e da base genética da planta,
resultando em respostas fisiol6gicas diferenciadas entre os gendtipos avaliados
(McCree & Fernandez, 1989; Morais et al., 2018).

Diversos estudos relatam que o estresse hidrico reduz significativamente a
massa e o0 comprimento dos colmos, além do perfilhamento, impactando
negativamente a produtividade (Abreu et al., 2013; Inman-Bamber & Smith, 2005;
Oliveira et al., 2010).

Quanto as variaveis enzimaticas, os dados obtidos neste estudo indicam que a
atividade média das enzimas POX e SOD apresentou diferencga significativa entre os
modelos completo e reduzido, segundo o teste t (Grafico 1). O excesso de H,O, nao
neutralizado por essas enzimas pode ser convertido pela glutationa ou pela catalase
(CAT) (Ahmad et al., 2010).

Por outro lado, ndo foi possivel identificar diferenca significativa entre os
tratamentos para a variavel CAT, conforme o teste t.

As enzimas do grupo das peroxidases atuam na conversao do peroxido de
hidrogénio (H,O,) em &gua, removendo um atomo de hidrogénio por meio de fenol,
guaicol e compostos redutores (Passardi et al.,2004). Diversos autores indicam a
atuacao de enzimas desse grupo no combate as EROs formadas durante déficit
hidrico (Camargo, 2013; Cia, 2011; Santos et al., 2014; Vilela, 2011).

Santos et al. (2014) verificaram que variedades de cana-de-agucar tolerantes
ao déficit hidrico apresentaram incremento na atividade da enzima ascorbato
peroxidase (APX) quando em condicbes de seca, indicando participacdo dessa
enzima no controle das EROS, atuando no sistema antioxidante vegetal frente. Além
disso, os mesmos identificaram correlacdo positiva entre as entre as enzimas
ascorbato peroxidase, catalase e superéxido dismutase, na protecao das células
contra as ROS.
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5.3. Desempenho de genodtipos sob condicoes de déficit hidrico induzido
por Polietilenoglicol 6000

O déficit hidrico simulado pelo uso de polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) é uma
metodologia eficaz para avaliar a resposta de genétipos de cana-de-acucar a
condigdes de estresse osmético em ambiente controlado. Essa técnica permite a
inducdo de estresse hidrico sem comprometer outros fatores ambientais,
possibilitando a andlise direta do impacto da falta de agua no metabolismo e
desempenho das plantas (Verslues et al., 1998).

A atividade do metabolismo antioxidante em cana-de-acicar tem sido
associada a tolerancia ao déficit hidrico, sendo descrita por varios autores (Boaretto
et al., 2014; Ferreira et al., 2017; Morais et al., 2020; Sales et al., 2015; Vilela et al.,
2017). Portanto, determinar qual fator é chave na eliminacado das EROs pode auxiliar
no processo de melhoramento genético e selecdo de materiais promissores.

Neste estudo, diferentes gendétipos foram submetidos a concentragdes
controladas de PEG 6000, visando a avaliacdo de parametros fisioldgicos,
bioquimicos e enziméticos relacionados a tolerancia ao déficit hidrico. Os resultados
indicaram variagdes significativas entre os genoétipos quanto a capacidade de
manutencao da integridade celular, eficiéncia do sistema antioxidante e desempenho
geral sob estresse (Morais et al., 2013).

O malondialdeido (MDA) é a variavel utilizada como marcador para
determinacao do estresse oxidativo, sendo utilizada em varios trabalhos como critérios
para selecao de gendtipos tolerantes ao déficit hidrico (Morais et al., 2018).

Gendtipos considerados mais tolerantes apresentaram menor acumulo de
MDA, indicando menor peroxidacao lipidica e menor dano oxidativo as membranas
celulares. Além disso, a atividade das enzimas antioxidantes SOD e POX foi
significativamente na maior parte desses gendétipos, sugerindo atuacdo do sistema
antioxidante mais eficiente na neutralizagdo das EROs (ANJUM et al., 2016).

Por outro lado, gendtipos suscetiveis mostraram maior acumulo de MDA e
menor atividade antioxidante enzimatica, evidenciando uma menor capacidade de
defesa contra o estresse oxidativo induzido pelo déficit hidrico (CAMARGO, 2013).

Os parametros fotossintéticos, avaliados por meio do indice SPAD, também

variaram entre os gendtipos, com genotipos tolerantes apresentando manutencao
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mais efetiva da clorofila sob estresse osmético, o que contribui para a maior eficiéncia
na captacdo de luz e manutencgéo do crescimento (MAIA JUNIOR et al., 2019).
Esses resultados corroboram a importancia da selecdo de genétipos com
sistemas antioxidantes robustos e capacidade adaptativa ao déficit hidrico para
programas de melhoramento genético voltados a producao sustentavel de cana-de-

acucar em condicdes de escassez hidrica (MORAIS et al., 2018).

5.3.1. Conteudo Malondialdeido

O MDA é amplamente reconhecido como um marcador bioquimico da
peroxidacdo lipidica, sendo utilizado como indicativo de danos oxidativos as
membranas celulares sob condicdes de estresse abidtico, como o déficit hidrico. O
acumulo de MDA reflete a degradacao de acidos graxos insaturados das membranas,
comprometendo a integridade estrutural e funcional das células vegetais.

Neste estudo, a concentragdo de MDA foi quantificada com o objetivo de
estimar o grau de dano oxidativo em diferentes genétipos de cana-de-agucar expostos
ao estresse hidrico simulado por meio de PEG 6000, uma substancia osmotica
empregada para inducao controlada de déficit hidrico em experimentos (Anjum et al.,
2016).

Tabela 1. Contetudo de malondialdeido (MDA) em trinta variedades de cana-de-agucar
submetida a deficit hidrico induzido por Polietilenoglicol 6000.

Conteudo de Conteudo de
Ranking Variedade MDA (nmol g' Ranking Variedade MDA (nmol g
MF) MF)
1 RB 855156 15.7577 16 RB 127825 11.0880
2 CTC2 15.2613 17 CT022994 10.9629
3 RB 988082 14.7822 18 RB 975242 10.6274
4 RB 975201 14.6192 19 RB 056351 9.4717
5 SP 80-1816 13.5328 20 SP 81-3250 8.8342
6 RB 975033 13.5111 21 RB 097217 8.7832
7 SP 80-3280 12.8712 22 RB 92579 8.5983
8 RB 965902 12.8612 23 RB 72454 8.5757
9 CTC 9003 12.7316 24 RB 98710 8.3401
10 RB 966928 12.6224 25 SP 80-1842 8.1484
11 RB 867515 11.9419 26 CTC 4 7.7665
12 CTC 9002 11.4912 27 RB 855453 7.5084
13 RB 855536 11.4484 28 RB 108519 6.4124
14 SP 77-5181 11.3850 29 RB 985476 5.8439

15 RB 056380 11.2223 30 VAT 90-212 5.1619
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A analise dos dados revelou que as dez variedades de cana-de-agucar com
0s mais elevados niveis de peroxidacéo lipidica foram: RB855156, RB988082, CTC2,
RB975201, SP80-1816, RB975033, SP80-3280, RB965902, CTC9003 e RB966928.
Esses genotipos apresentaram, respectivamente, valores de 15,76; 14,78; 14,64;
14,62; 13,53; 13,51; 12,87; 12,86; 12,73 e 12,62 nmol de malondialdeido (MDA) por
grama de matéria fresca (Tabela 1). Esses resultados indicam que tais variedades sao
potencialmente mais suscetiveis aos efeitos deletérios do estresse hidrico, uma vez
que o acumulo de MDA ¢é reflexo direto da intensificacdo dos processos de oxidagcéo
lipidica nas membranas celulares.

No que se refere as variedades RB966928, RB975033 e RB855156, trata-se
de materiais classificados como de maturagao precoce, com colheita recomendada
para o inicio da safra, no periodo compreendido entre marco e julho. Nessa janela
temporal, € comum a presenca de umidade residual no solo, proveniente do regime
de chuvas anterior, 0 que contribui para a atenuacao dos efeitos do déficit hidrico
sobre essas variedades. Assim, quando cultivadas em suas épocas ideais de colheita,
tais cultivares tendem a nao expressar de forma significativa os impactos negativos
associados a seca, sendo favorecidas por condicées edafoclimaticas mais amenas
nesse estagio fenolégico (RIDESA, 2021).

A variedade RB855156 tem sido descrita na literatura como tolerante ao déficit
hidrico, apresentando a capacidade de manter a atividade metabdlica mesmo sob
condicbes de baixa disponibilidade hidrica no solo (Morais et al., 2018). Esses
mesmos autores observaram, nessa variedade, menores teores de MDA e conteldo
relativo de agua (CRA), sugerindo um mecanismo eficiente de regulacdo da perda de
agua para a atmosfera, por meio do controle do status hidrico foliar.

Corroborando esses achados, Junior et al. (2016) relataram que a RB855156
apresentou reducdes mais acentuadas nas taxas de transpiracdo, condutancia
estomatica, fotossintese liquida e eficiéncia da carboxilacao, o que resultou em uma
maior eficiéncia no uso da agua (EUA) quando comparada a outras variedades
avaliadas. Esses resultados indicam que a RB855156 possui mecanismos fisioldégicos
adaptativos que contribuem para o seu desempenho sob condi¢des de estresse
hidrico, tornando-a uma cultivar promissora para ambientes com limitagao hidrica.

Paula (2019) verificou que a variedade CTC2 apresentou maiores teores de
MDA quando submetida ao déficit hidrico e ao estresse induzido por herbicida.

Embora tenha sido observado um aumento na atividade das enzimas antioxidantes,
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os elevados niveis de MDA indicam uma intensa peroxidacéo lipidica, sugerindo que
o sistema antioxidante da variedade foi insuficiente para conter os danos oxidativos.
Esses resultados apontam para uma baixa eficiéncia funcional do sistema enzimatico
antioxidante da CTC2 frente ao estresse combinado, tornando-a mais suscetivel a
degradacao das membranas celulares induzida pelas ROS.

De acordo com a RIDESA (2021), a variedade RB988082 é recomendada para
ambientes com alta fertilidade e boas condi¢cdes edafoclimaticas, sendo classificada
como responsiva a irrigacdo. Essa caracteristica indica uma maior exigéncia hidrica,
0 que a torna menos adaptada a condi¢des de déficit hidrico severo, reforcando sua
dependéncia de disponibilidade adequada de agua para alcancar alto desempenho
produtivo.

A variedade RB975201 é indicada para ambientes que variam de favoraveis a
intermediarios, segundo a RIDESA (2021). No entanto, estudos de Silva et al. (2023)
demonstraram que essa cultivar apresenta resposta positiva a aplicacao de agua,
caracteristica também observada na variedade RB92579. Esses resultados sugerem
que, embora adaptada a diferentes condigcbes edafoclimaticas, a RB975201
demonstra maior desempenho produtivo sob disponibilidade hidrica adequada,
evidenciando resposta fisiolégica sensivel a irrigacao.

Em relacédo a variedade SP80-1816, Raizer e Vencovsky (1999) relataram que
essa cultivar apresenta bom desempenho sob condi¢des limitantes, indicando certa
capacidade adaptativa ao estresse abidtico. Complementando essa observacao,
Guimaraes et al. (2008) identificaram, ao analisar a mesma variedade, elevados niveis
de acumulo de prolina sob condicoes adversas. Esse aminoacido atua como
osmoprotetor, favorecendo a manutencdo do potencial hidrico celular e,
consequentemente, a absorcao de agua pelas raizes, contribuindo para a tolerancia
ao déficit hidrico.

Sordi et al. (2024) avaliaram o desempenho de 16 variedades de cana-de-
acucar, entre as quais a RB975033, e constataram que essa cultivar apresentou baixo
potencial produtivo em condigdes ambientais limitantes. No entanto, segundo
recomendagdes da RIDESA (2021), a RB975033 é indicada para ambientes
restritivos, desde que sejam respeitadas as condicbes ideais de manejo,
especialmente o periodo de colheita. Essa divergéncia entre o desempenho

observado e a recomendacao técnica pode estar relacionada a desvios no momento
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da colheita, a intensidade do estresse ambiental, ou a fatores edafoclimaticos locais,
que afetam diretamente a expressao do potencial produtivo da variedade.

As variedades SP80-3280 e RB965902 sao frequentemente associadas a baixa
toleréncia ao déficit hidrico, sendo classificadas como suscetiveis ao estresse hidrico
por diversos autores na literatura (Cacefo, 2017; Holanda et al., 2014; Silva et al.,
2014). Esses gendtipos apresentam, de modo geral, reducbes expressivas em
parametros fisiolégicos e produtivos sob condi¢cdes de limitacdo hidrica, o que
compromete seu desempenho agronémico em ambientes com disponibilidade
irregular de agua.

De acordo com o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), a variedade
CTC9003 apresenta como uma de suas principais caracteristicas a tolerancia a seca.
No entanto, os resultados obtidos no presente estudo revelaram indices elevados de
malondialdeido (MDA) nessa variedade quando submetida a déficit hidrico, indicando
a ocorréncia de danos oxidativos as membranas celulares. Esse aparente contraste
pode estar relacionado ao fato de que a tolerancia dessa variedade nao se expressa
por meio da limitagdo do estresse oxidativo, mas sim pela capacidade de manter a
atividade fotossintética mesmo sob baixa disponibilidade hidrica.

Esse mecanismo é descrito por Turner (1981) como tolerancia a desidratagao,
a qual se caracteriza pela continuidade das funcées metabdlicas da planta mesmo
sob condi¢des de baixo status hidrico, sem que ocorra colapso fisiolégico imediato.
Assim, a CTC9003 pode ser considerada tolerante ao estresse hidrico, nao
necessariamente por evitar o estresse, mas por suporta-lo funcionalmente, mantendo
a atividade metabdlica essencial mesmo diante de um ambiente adverso.

A variedade de maturacao precoce RB966928 também apresentou elevados
indices de MDA, corroborando os resultados reportados por Morais et al. (2018), que
analisaram variedades submetidas simultaneamente ao estresse hidrico e salino.
Esses dados indicam que, mesmo em cultivares de maturacdao precoce, os danos
oxidativos decorrentes do estresse podem ser significativos, refletindo a complexidade
dos mecanismos de tolerancia em diferentes condigées ambientais.

Em contrapartida, as variedades VAT90-212, RB985476, RB108519,
RB855453, CTC4, SP80-1842, RB98710, RB72454, RB92579 e RB097217
apresentaram menores médias de MDA, indicando reduzida peroxidacao lipidica.
Esses resultados sugerem que tais cultivares possuem maior capacidade de mitigar
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os danos oxidativos causados pelo déficit hidrico, sendo, portanto, consideradas mais
tolerantes a condicbes de estresse hidrico.

As variedades RB097217 e RB108519 sdo materiais recentes langados pela
RIDESA, com poucos estudos cientificos disponiveis acerca da resposta ao déficit
hidrico. Conforme as recomendacdes da RIDESA (2021), a variedade RB097217 é
indicada para ambientes de alta fertilidade, enquanto a RB108519 tem sido
direcionada para locais com condigdes restritivas, sugerindo diferentes adaptagdes
edafoclimaticas e potencial de resisténcia ao estresse hidrico entre esses genotipos.

A recomendacdo da variedade RB108519 para locais restritivos sugere que
essa cultivar possui uma maior capacidade de sobrevivéncia em condicées adversas.
Essa adaptacdo provavelmente esta associada a ativagdo eficiente de diversos
mecanismos de defesa fisioldgicos e estruturais. Entre esses mecanismos, destaca-
se o0 acumulo de osmélitos compativeis, como prolina e agucares sollveis, que
auxiliam na manutencgao da turgidez celular durante periodos de déficit hidrico. Além
disso, observa-se um aumento na atividade das enzimas antioxidantes — superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) — que
desempenham papel crucial na mitigacdo do estresse oxidativo causado pelas
espécies reativas de oxigénio.

Outro fator importante é o ajuste estomatico, o qual reduz a perda de agua por
transpiracdo, contribuindo para a conservagdo hidrica da planta. Finalmente,
alteragbes morfologicas e anatémicas, como uma cuticula mais espessa e um sistema
radicular mais profundo e desenvolvido, potencializam a absorgéo de agua e limitam
a evapotranspiracao, reforcando a tolerancia da RB108519 ao estresse causado pela
restricdo hidrica.

Embora a variedade VAT90-212 seja tradicionalmente recomendada para
ambientes com melhores condi¢cées de producao, os resultados de Vinicius et al.
(2017), que evidenciaram padrdes fisiologicos tipicos de gendétipos tolerantes ao
déficit hidrico — como a reducao na perda de agua — corroboram com os achados
neste estudo. Aqui, a VAT90-212 apresentou baixos indices de MDA, indicando menor
peroxidagao lipidica e maior capacidade de manutencdo da integridade celular sob
estresse hidrico. Além disso, a pesquisa de Oliveira e Braga (2019), que observou
respostas produtivas semelhantes entre diferentes variedades, incluindo a VAT90-
212, sob diferentes laminas de irrigacdo, reforca a possibilidade dessa cultivar
apresentar uma adaptabilidade significativa a condi¢des variaveis de disponibilidade
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hidrica. Assim, os dados sugerem que, apesar de sua recomendacao para ambientes
favoraveis, a VAT90-212 pode exibir mecanismos eficazes de tolerancia ao déficit
hidrico, o que a torna uma opgao promissora para regides com irregularidade
pluviométrica.

A variedade RB985476, liberada oficialmente pela RIDESA em 2015, é
recomendada para ambientes que abrangem desde condicoes favoraveis até aquelas
consideradas desfavoraveis, o que indica uma adaptabilidade relativamente ampla.
Tradicionalmente, esse direcionamento sugere preferéncia por melhores condi¢des
de cultivo. No entanto, os achados de Medrado et al. (2023) evidenciaram que a
RB985476 possui um sistema radicular mais profundo, fator que contribui para a maior
capacidade de absorcdo de agua em profundidades do solo menos suscetiveis a
secagem rapida. Essa caracteristica morfolégica confere a cultivar uma vantagem
significativa para enfrentar periodos de déficit hidrico, tornando-a mais resistente a
estresses causados pela limitacdo do recurso hidrico.

Esse mecanismo de adaptacao, relacionado ao aprofundamento radicular, é
frequentemente observado em variedades consideradas tolerantes ao estresse
hidrico, pois permite a exploracao de reservas hidricas em camadas mais profundas
do solo, sustentando a atividade metabdlica e fotossintética mesmo durante periodos
prolongados de seca. Além disso, a maior capacidade radicular pode estar associada
a respostas fisiolégicas complementares, como a regulacao estomética eficiente e o
aumento da atividade antioxidante, que atuam conjuntamente para minimizar os
danos oxidativos e preservar a integridade celular sob estresse (Inman-Bamber and
Smith, 2005).

Os resultados obtidos neste estudo em relacdo as variedades RB855453 e
RB92579 corroboram achados anteriores da literatura, que também indicam a
existéncia tolerancia ao déficit hidrico nessas variedades. Estas foram classificadas
como tolerantes por Holanda et al. (2014), ao apresentarem maior producdo de
matéria seca sob estresse hidrico. Essa caracteristica é relevante, pois indica uma
melhor manutencéo do crescimento vegetativo mesmo em condigdes adversas.

Ademais, Maia Junior et al. (2020) relataram que a variedade RB92579
apresentou acumulo significativo de osmorreguladores durante o periodo de estresse,
0 que contribuiu para sua capacidade de tolerancia e recuperacao apds a reidratacao.
Esses mecanismos fisioldgicos reforcam a importancia da selecao de gendtipos com
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respostas adaptativas eficientes ao déficit hidrico, como estratégia para a
sustentabilidade da producao em ambientes sujeitos a limitacao hidrica.

No presente estudo, a CTC 4 apresentou baixos niveis de MDA, o que indica
uma menor peroxidagao lipidica nas membranas celulares. Esse resultado sugere
uma atuacgéo eficiente do metabolismo antioxidante na variedade, contribuindo para a
protecao celular frente ao estresse oxidativo induzido pelo déficit hidrico. Dessa forma,
mesmo em condigdes adversas, a CTC 4 demonstra mecanismos fisiol6gicos que
induzem a tolerancia ao estresse hidrico.

Outra variedade indicada para ambientes de producao favoraveis que também
apresentou baixo teor de MDA nas condicdes do presente estudo foi o genétipo SP80-
1842. A menor concentracdo de MDA sugere uma reducao na peroxidagao lipidica,
possivelmente associada a acao eficiente do sistema antioxidante da planta. Esses
achados estdo em consonancia com os resultados de Dellabiglia et al. (2010), que, ao
avaliarem dez variedades de cana-de-acucar, incluindo a SP80-1842, identificaram
neste gendtipo caracteristicas fisiologicas associadas a tolerancia ao estresse hidrico,
embora tenham observado apenas tolerancia intermediaria quando consideradas
variaveis morfoldgicas. Tais evidéncias reforcam o potencial do genétipo SP80-1842
em situacdes de estresse moderado, especialmente sob a ética da estabilidade
fisioldgica.

A variedade RB98710, desenvolvida pela RIDESA, apresenta restricdes quanto
ao ambiente de cultivo, sendo recomendada preferencialmente para ambientes de alta
produtividade. De acordo com Gongalves et al. (2010), essa cultivar demonstra
elevada sensibilidade estomatica, caracterizada por uma rapida reducado da
condutéancia estomatica e da taxa de transpiragdo, o que contribui para uma menor
perda de agua para a atmosfera. Em contrapartida, Morais et al. (2018) observaram
que a RB98710 apresenta uma relacao inversamente proporcional entre o contetdo
relativo de agua e os niveis de MDA, indicando que a manutencao do estado hidrico
esta associada a menor peroxidacao lipidica. No presente estudo, no entanto, nao
foram observados aumentos significativos nos niveis de MDA, o que pode ser
explicado pelo intervalo de tempo entre a inducao do estresse hidrico e a coleta das
amostras, possivelmente insuficiente para promover alteracdes perceptiveis nos
marcadores de dano oxidativo.

Embora a variedade RB72454 seja tradicionalmente classificada como

suscetivel ao déficit hidrico, nas condigbes avaliadas no presente estudo foram
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observados baixos teores de MDA, indicando baixa peroxidacdo lipidica. Este
comportamento pode estar relacionado a uma resposta fisiol6gica rapida ao estresse,
com fechamento estomatico precoce, reduzindo a perda hidrica. Além disso, conforme
apontado por Gongalves et al. (2010), essa cultivar apresenta redugao significativa na
fluorescéncia da clorofila sob estresse hidrico, o que implica menor geragdo de
energia livre e, por consequéncia, menor formacao de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Esses mecanismos podem contribuir para a mitigagao dos danos oxidativos,
mesmo em variedades consideradas menos tolerantes.

De modo geral, os resultados obtidos no presente trabalho evidenciam que as
respostas das variedades de cana-de-agucar ao déficit hidrico variam de acordo com
seus mecanismos fisiolégicos de adaptacédo. As cultivares RB92579, RB855453 e
SP80-1842 apresentaram baixos teores de MDA, indicando maior estabilidade da
integridade das membranas celulares, possivelmente em decorréncia de um
metabolismo antioxidante mais eficiente. A variedade CTC 4 também se destacou pela
baixa peroxidacao lipidica, mesmo sendo recomendada para ambientes menos
restritivos, sugerindo um bom desempenho fisiolégico em condigdes adversas. Por
outro lado, a RB98710, embora sensivel a limitacao hidrica em funcédo da rapida
resposta estomatica, nao apresentou elevacao nos niveis de MDA, o que pode estar
relacionado ao tempo de exposicdo ao estresse no experimento. Ja a RB72454,
considerada suscetivel ao déficit hidrico, apresentou baixo acumulo de MDA, o que
pode ser explicado por mecanismos compensatorios, como fechamento estomatico
precoce e menor geracdo de EROs via reducéo na fluorescéncia da clorofila. Esses
achados reforcam a importancia da avaliacdo integrada de multiplos parametros
fisiolégicos para a correta interpretagdo da tolerédncia ao estresse hidrico entre
diferentes gendtipos.

Em contraste as condi¢cdes controle e com PEG 6000, as variedades
RB988082, SP80-1816, SP77-5181, RB097217, RB855156, RB975242, RB975033,
RB975201, RB127825 e RB965902 apresentaram os maiores incrementos relativos
no conteudo de MDA sob déficit hidrico, com aumentos de 61%, 58%, 53%, 50%,
50%, 41%, 41%, 39%, 29% e 28%, respectivamente. Esse aumento significativo
evidencia maior peroxidagado lipidica e, possivelmente, maior suscetibilidade ao
estresse oxidativo nestes gendtipos.

A andlise de cluster hierarquica permitiu agrupar os genétipos avaliados em
quatro grupos distintos, indicados pelas cores diferentes (Figura 3). Os agrupamentos
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identificados em vermelho possuem baixa peroxidacao lipidica, podendo essa
caracteristica estar associada a maior capacidade antioxidante e consequentemente
tolerancia ao déficit hidrico. O grupo identificado na cor azul, representado pelos
gendtipos RB 985476, RB 108519 e VAT 90-212 apresentaram um perfil ainda mais
distinto, com menor peroxidacao dentre todos os materiais genéticos avaliados,
indicando maior tolerancia deste ao déficit hidrico.
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Figura 3. Dendrograma de agrupamento hierarquico dos genétipos de cana-de-agucar
em relacdo a avaliagdo da peroxidagéo lipidica (MDA) sob condi¢bes de déficit hidrico
induzido por polietilenoglicol 6000. O dendrograma obtido com distancia euclidiana,
mostrou quatro principais agrupamentos da peroxidagao lipidica nos genétipos em
resposta ao déficit hidrico.

5.3.2. Atividade do sistema antioxidante enzimatico

O acumulo de MDA em tecidos vegetais é, de modo geral, um reflexo da
atividade do sistema antioxidante, tanto enzimatico quanto ndo enzimatico, o qual atua
na neutralizacdo dos efeitos deletérios provocados pelas espécies reativas de
oxigénio. Estudos como o de Morais et al. (2018) demonstraram que, em variedades
de cana-de-agucar submetidas a estresses multiplos, ha uma relagao inversamente

proporcional entre a atividade do metabolismo antioxidante e os niveis de peroxidacao
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lipidica. Dessa forma, a quantificacdo do MDA, associada a avaliacdo da eficiéncia
dos sistemas antioxidantes, torna-se uma ferramenta importante na identificacéo de
genotipos com maior tolerancia ao déficit hidrico. Tais informagdes sdo essenciais
para programas de melhoramento que visam selecionar variedades com maiores

niveis de tolerancia frente a escassez hidrica em ambientes de producao.

5.3.2.1. Superoxido Dismutase

As enzimas do grupo superéxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1) exercem
papel fundamental na defesa antioxidante de organismos vegetais, catalisando a
dismutacao do radical superéxido (O+") em perdxido de hidrogénio (H,O-) e oxigénio
molecular (O), minimizando assim os danos causados pelas EROs. Essas enzimas
sédo classificadas com base no metal presente em seu centro ativo e na sua
localizacéo subcelular. As isoformas Cu/Zn-SOD, contendo cobre e zinco, localizam-
se principalmente no citosol e nos cloroplastos; a Mn-SOD, contendo manganés, esta
presente nas mitocdndrias e peroxissomos; e a Fe-SOD, contendo ferro, atua
predominantemente nos cloroplastos. A acdo coordenada dessas isoenzimas é
essencial para a neutralizagdo de radicais livres gerados durante condi¢cdes de
estresse, como o déficit hidrico (Alscher et al., 2002).

Considerando a presenga fundamental de ions metdlicos na estrutura das
enzimas antioxidantes, o déficit hidrico imposto as plantas pode ter afetado
negativamente a conformacgédo e, consequentemente, a atividade catalitica dessas
biomoléculas, comprometendo os mecanismos de defesa antioxidante (Alejandro et
al., 2020; Cakmak, 2000; Gill & Tuteja, 2010).

De modo geral, nas condigbes experimentais deste estudo, observou-se uma
relagdo inversamente proporcional entre a peroxidacdo lipidica e a atividade da
superoxido dismutase (SOD). Das dez variedades que apresentaram os menores
teores de malondialdeido (MDA), seis destacaram-se pela elevada atividade da SOD
(Tabela 2).

Morais et al. (2018) observaram que a elevacado sincronizada das atividades
das enzimas SOD, CAT e APX do sistema antioxidante estd associada a uma maior
protecao celular e aumento da tolerancia ao estresse em plantas de cana-de-agucar.

Portanto, a coordenacéo eficiente entre essas enzimas antioxidantes é fundamental
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para mitigar os efeitos do estresse ambiental em cana-de-acucar, preservando a
integridade celular e promovendo o desempenho fisioldégico da planta.

Tabela 2. Atividade da enzima Superoxido Dismutase em trinta variedades de cana-
de-acucar submetida a déficit hidrico induzido por Polietilenoglicol 6000.

Unidades de Unidades de

Ranking Variedade SOD (min' Ranking Variedade SOD ( min
mg™) mg')
1 SP 80-3280 8.1489 16 CTC 9003 7.5475
2 RB 98710 8.1106 17 RB 127825 7.5200
3 RB 108519 8.1033 18 RB 966928 7.5008
4 RB 965902 8.1000 19 CTC2 7.4676
5 RB 097217 7.9104 20 RB 855453 7.4063
6 RB 72454 7.8983 21 RB 988082 7.1626
7 RB 92579 7.8756 22 CT022994 6.9846
8 RB 975242 7.8284 23 SP 81-3250 6.8980
9 RB 985476 7.8144 24 RB 855156 6.8373
10 VAT 90-212 7.7840 25 RB 975033 6.8045
11 RB 975201 7.7521 26 RB 867515 6.6646
12 SP 80-1842 7.6737 27 SP 77-5181 6.5474
13 RB 855536 7.6392 28 CTC 9002 6.5391
14 RB 056380 7.6085 29 RB 056351 6.5069
15 CTC4 7.5683 30 SP 80-1816 6.4636

Sales et al. (2012) avaliaram gendétipos de cana-de-acucar submetidos a
condicOes de déficit hidrico e verificaram efeitos positivos na mitigacdo dos efeitos
deletérios quando a enzima SOD possuia maior atividade.

Outros autores sugerem ainda que o aumento da atividade da SOD pode estar
relacionado com aumento na atividade da Catalase e da Ascorbato Peroxidase, isso
ocorre por conta da formacao de H202 pela SOD, que também é citotdxica e precisa
ser neutralizada, aumentando também a atividade da CAT que converte perdxido de
hidrogénio em oxigénio molecular e 4gua (Morais et al., 2018).

As variedades SP 80-3280, RB 98710, RB 108519, RB 965902, RB 097217,
RB 72454, RB 92579, RB 975242, RB 985476 e VAT 90-212 apresentaram destaque
em razao da elevada atividade da enzima SOD, um dos principais componentes do
sistema antioxidante enzimatico. Dentre essas, sete variedades — RB 98710, RB
108519, RB 097217, RB 72454, RB 92579, RB 985476 e VAT 90-212 — também
exibiram os menores teores de MDA.
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Esses resultados sugerem uma correlagao inversa entre a atividade da SOD e
a peroxidacao lipidica, reforcando o papel protetor dessa enzima na mitigacao dos
danos oxidativos sob condicdes de déficit hidrico.

Essa relacdo inversa entre SOD e MDA tem sido amplamente reportada na
literatura como indicativa de tolerancia ao estresse oxidativo induzido pela seca. A
SOD desempenha papel fundamental na desintoxicacdo de EROs, catalisando a
conversao do anion superoxido em peréxido de hidrogénio, o qual é posteriormente
metabolizado por outras enzimas antioxidantes como a CAT e a APX (Gill & Tuteja,
2010; Mittler, 2002).

Morais et al. (2018) observaram que o aumento sincronizado das enzimas
antioxidantes SOD, CAT e APX em gendtipos de cana-de-agucar foi determinante
para maior protecdo celular frente ao déficit hidrico. Silva et al. (2021) também
destacaram que variedades com maior atividade da SOD apresentaram menores
teores de MDA e maior integridade de membranas, reforcando a associacao entre
eficiéncia do sistema antioxidante e resisténcia a seca. Dessa forma, os resultados do
presente estudo corroboram os achados prévios, indicando que a SOD pode atuar
como marcador bioquimico confiavel para a selecao de genétipos tolerantes a seca
em programas de melhoramento da cana-de-agulcar.

Com base nos resultados obtidos para a atividade da SOD, foi construido um
dendrograma por meio de analise de agrupamento hierarquico, no qual foi possivel
observar a formacdo de quatro grupos de gendétipos distintos (Figura 4). A
predominancia de variedades em um mesmo agrupamento indica similaridade no
desempenho fisiolégico em termos de defesa contra espécies reativas de oxigénio,
sendo esta enzima a primeira linha de defesa do sistema antioxidante enzimatico.
Além disso, muitas dessas variedades coincidem com as que apresentaram menores
teores MDA, reforcando a relagdo inversamente proporcional entre SOD e a
peroxidacao lipidica, ja relatada na literatura (Morais et al., 2018; Gill & Tuteja, 2010).

O grupo destacado em roxo, por exemplo, reune as variedades RB 975201,
VAT 90-212, RB 985476, RB 975242, RB 72454, RB 097217, RB 92579, RB 965902,
RB 108519, RB 98710 e SP 80-3280, as quais apresentaram as maiores atividades
de SOD. Entre estas, sete variedades (RB 98710, RB 108519, RB 097217, RB 72454,
RB 92579, RB 985476 e VAT 90-212) também se destacaram entre os menores teores
de MDA, indicando forte associacédo entre a eficiéncia antioxidante e a reducéo da
peroxidagdo lipidica.



67

Este resultado evidencia que o aumento da atividade de SOD, em conjunto com
menor acumulo de MDA, pode ser considerado um indicador de tolerancia ao estresse
oxidativo em cana-de-agucar, corroborando estudos prévios que apontam a SOD
como uma das principais enzimas de defesa contra espécies reativas de oxigénio (Gill
& Tuteja, 2010; Morais et al., 2018). A formacao de grupos distintos também permite
inferir a existéncia de variabilidade genética quanto ao sistema antioxidante entre os
gendtipos avaliados, representando uma ferramenta valiosa para a selecdo de
cultivares com maior grau de tolerancia ao déficit hidrico.
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Figura 4. Dendrograma de agrupamento hierarquico dos genétipos de cana-de-agucar
em relacéo a avaliacao da atividade da enzima superéxido dismutase sob condi¢des
de déficit hidrico induzido por polietilenoglicol 6000. O dendrograma obtido com
distancia euclidiana, mostrou quatro principais agrupamentos dos genoétipos em
resposta ao déficit hidrico.

5.3.2.2. Catalase

As enzimas pertencentes ao grupo das catalases (CAT) sao oxidorredutases
localizadas principalmente nos peroxissomos, embora também possam ser

encontradas nos glioxissomos. Essas enzimas exercem um papel fundamental no
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metabolismo celular ao promoverem a desintoxicacdo do perdxido de hidrogénio
(H.0O,), uma ERO formada como subproduto da B-oxidagdo de acidos graxos e,
especialmente, da fotorrespiragao. A CAT atua convertendo o H,O, em agua (H,O) e
oxigénio molecular (O,), prevenindo a acumulagcdo toéxica deste composto e,
consequentemente, protegendo as células contra danos oxidativos (Holtman et al.,
1994; |lgamberdiev & Lea, 2002).

Os resultados evidenciam variagdes significativas na atividade da enzima entre
0s genotipos analisados. A variedade RB 975201 apresentou a maior atividade
enzimatica (279,78 umol de H,O, min™" mg~ de proteina), seguida por CTC 2 (275,06)
e SP 80-1842 (261,55), sugerindo maior capacidade antioxidativa e, possivelmente,
maior tolerancia ao estresse hidrico. Por outro lado, genétipos como VAT 90-212
(132,03), RB 056380 (161,27) e RB 98710 (191,08) apresentaram os menores niveis
de atividade da CAT, o que pode indicar uma menor eficiéncia na eliminacao do H,O,
sob condicdes de estresse (Tabela 3).

Esses dados reforcam a importancia da CAT como um dos mecanismos de
defesa contra o acumulo de ROS em situagdes de limitacdo hidrica, sendo sua
atividade um indicativo relevante para a selecao de gendtipos mais tolerantes ao
estresse abidtico.

Nas condi¢coes avaliadas neste trabalho, destacaram-se as variedades RB
975201, CTC 2, SP 80-1842, RB 108519, RB 867515, RB 855536, RB 056351, RB
127825, SP 80-1816 e RB 72454, que apresentaram as maiores atividades da enzima
catalase (CAT) (Tabela 3). A elevada atividade desta enzima antioxidante sugere um
maior potencial dessas variedades para o controle do acumulo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), especialmente o perdxido de hidrogénio (H.O,), gerado sob
condicOes de déficit hidrico induzido.

Corroborando esses achados, Morais et al. (2018), ao avaliarem variedades de
cana-de-agucar sob estresse hidrico, observaram uma relagdo sinérgica entre a
atividade das enzimas CAT e SOD, cuja atuagao coordenada esteve associada a
reducdo dos niveis de peroxidagdo lipidica. Tal sincronismo entre os sistemas
antioxidantes enzimaticos representa um mecanismo eficiente de tolerancia ao
estresse oxidativo, contribuindo para a manutencdo da integridade celular sob
condicOes adversas.



69

Tabela 3. Atividade da enzima Catalase em ftrinta variedades de cana-de-agucar
submetida & déficit hidrico induzido por Polietilenoglicol 6000.

pmol de H202 pmol de H202
Ranking Variedade min'mg-'pro- Ranking Variedade min'mg-!pro-
teina teina

1 RB 975201 279.7824 16 CTC 4 225.0787
2 CTC2 275.0554 17 RB 975242 220.1694
3 SP 80-1842 261.5488 18 RB 965902 220.0949
4 RB 108519 257.3682 19 SP 77-5181 219.9329
5 RB 867515 256.1213 20 RB 855453 217.0898
6 RB 855536 254.2595 21 RB 92579 215.3006
7 RB 056351 239.5811 22 RB 988082 214.4692
8 RB 127825 238.143 23 CTC 9003 212.7144
9 SP 80-1816 236.9676 24 CTC 9002 210.6404
10 RB 72454 236.9326 25 CT022994 204.4359
11 SP 81-3250 236.757 26 RB 966928 202.0381
12 SP 80-3280 236.7059 27 RB 985476 199.1783
13 RB 855156 228.585 28 RB 98710 191.0759
14 RB 097217 227.974 29 RB 056380 161.268
15 RB 975033 227.8277 30 VAT 90-212 132.0294

Com base nos dados obtidos, foi construido um dendrograma (Figura 5)
utilizando distancia euclidiana e agrupamento hierarquico, permitindo a visualizacdo
da similaridade entre os gendétipos com base na atividade da CAT. Observou-se a
formacdo de quatro grupos distintos, evidenciando uma clara separagao entre os
genodtipos com maior e menor atividade antioxidante.

O grupo identificado pela cor vermelha (RB 867515; RB 108519; RB 855536;
SP 80-1842; CTC 2; RB 975201), por exemplo, abrange genétipos com elevada
atividade de CAT, os quais podem ser considerados potenciais fontes de tolerancia
ao estresse hidrico. Ja o grupo 4, identificado na cor azul, que inclui as variedades
VAT 90-212 e RB 056380, apresentou 0s menores niveis de atividade enzimatica,
indicando uma maior susceptibilidade ao estresse oxidativo.

Esses resultados corroboram a relevancia da CAT como marcador bioquimico
de tolerdncia a seca e reforcam a importdncia da caracterizagdo funcional de
gendtipos em programas de melhoramento voltados para ambientes com limitacao
hidrica (Morais et al., 2018).
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Figura 5. Dendrograma de agrupamento hierarquico dos genétipos de cana-de-agucar
em relacdo a avaliacdo da atividade da enzima catalase sob condicdes de déficit
hidrico induzido por polietilenoglicol 6000. O dendrograma obtido com distancia
euclidiana, mostrou cinco principais agrupamentos dos genétipos em resposta ao
déficit hidrico.

5.3.2.3. Peroxidase

As enzimas do grupo das peroxidases (POX) constituem um grupo importante
de enzimas antioxidantes que participam da eliminacdo do peréxido de hidrogénio
(H;0O,), protegendo as células vegetais contra danos oxidativos. Estas enzimas atuam
utilizando fendis e outros compostos doadores de elétrons para catalisar a conversao
do H,O, em &gua, sendo, portanto, fundamentais na manutencdo da homeostase
redox, principalmente sob condi¢ées de estresse abidtico, como o déficit hidrico
(Mittler, 2002; Passardi et al., 2005).

Sob condicdes de estresse hidrico induzido por PEG 6000, a atividade
especifica da POX apresentou variagado significativa entre os 30 gendétipos de
Saccharum spp. avaliados, com valores oscilando entre 8,9694 e 4,4166 pumol min™
mg~' de proteina (Tabela 4). Essa ampla amplitude de resposta evidencia diferengas
marcantes na eficiéncia do sistema antioxidante enzimatico entre os materiais
genéticos testados.
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Tabela 4. Atividade da enzima Peroxidase em trinta variedades de cana-de-agucar
submetida & déficit hidrico induzido por Polietilenoglicol 6000.

POX (umol POX (umol
Ranking Variedade min-1 mg-1 Ranking Variedade min-1 mg-1
proteina) proteina)

1 RB 965902 8.9694 16 RB 92579 6.3767
2 RB 72454 8.4392 17 RB 855156 6.3453
3 RB 108519 8.3426 18 VAT 90-212 5.8898
4 RB 097217 8.1116 19 RB 98710 5.8669
5 RB 855453 7.6589 20 RB 975242 5.8054
6 SP 80-3280 7.5477 21 RB 966928 5.7907
7 RB 127825 7.2440 22 RB 867515 5.7762
8 CTC2 7.2305 23 RB 975201 5.7593
9 RB 855536 7.1628 24 SP 80-1816 5.7535
10 SP 80-1842 7.0506 25 RB 985476 5.6214
11 RB 975033 7.0233 26 CTC 9003 5.4063
12 CTC 4 6.9129 27 CT022994 5.1385
13 SP 81-3250 6.8906 28 RB 056351 4.9780
14 CTC 9002 6.7391 29 RB 988082 4.9393
15 RB 056380 6.7252 30 SP 77-5181 4.4166

A andlise de agrupamento hierarquico com base nesses dados permitiu a
formacao de quatro grupos de similaridade fisiolégica (Figura 6), demonstrando a
existéncia de heterogeneidade quanto a capacidade de neutralizacdo das ROS sob
déficit hidrico.

O grupo identificado em verde, composto por RB 965902, RB 72454, RB
108519 e RB 097217, apresentou os maiores niveis de atividade enzimatica,
superiores a 8,1 umol min™ mg™ de proteina. A elevada atividade de POX nestes
genodtipos sugere um sistema antioxidante altamente funcional, capaz de conferir
maior protecdo contra o estresse oxidativo e, por conseguinte, maior potencial de
tolerancia ao déficit hidrico.

O conjunto de variedades demarcado em roxo reuniu genotipos com atividade
moderadamente elevada (6,3 a 7,6 umol min™* mg™), tais como RB 975033, SP 80-
1842, SP 80-3280, CTC 4, RB 127825, CTC 2, RB 855536, RB 855453, entre outros.
Esses materiais apresentam uma resposta antioxidante relevante, que pode ser
suficiente para suportar condigbes de estresse hidrico de intensidade moderada.

O grupo azul englobou genétipos com atividade de POX entre 5,1 e 5,8 umol
min~* mg™, incluindo RB 985476, RB 975242, RB 966928, RB 975201, SP 80-1816,
RB 867515, RB 98710, VAT 90-212 e CTC 9003. Este grupo apresenta uma
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capacidade antioxidante intermediaria a baixa, indicando eficiéncia fisioldgica limitada

frente a inducao do estresse oxidativo.
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Figura 6. Dendrograma de agrupamento hierarquico dos genétipos de cana-de-agucar
em relacdo a avaliagdo da atividade da enzima peroxidase sob condi¢des de déficit
hidrico induzido por polietilenoglicol 6000. O dendrograma obtido com distancia
euclidiana, mostrou cinco principais agrupamentos dos genétipos em resposta ao
déficit hidrico.

Ja o grupo vermelho, formado por RB 988082, RB 056351, CT 022994 e SP
77-5181, apresentou as menores atividades enzimaticas (< 5,0 pmol min™ mg™),
sugerindo um sistema antioxidante pouco responsivo e, portanto, uma provavel menor
adaptabilidade as condi¢des de déficit hidrico.

De acordo com os resultados de Rani et al. (2023), que identificaram correlagao
positiva entre a atividade da POX e o indice SPAD, além de observarem aumento da
atividade de POX e reducéo da atividade CAT ao longo do tempo em plantas sob
estresse hidrico progressivo. Esse comportamento reforca a hipétese de ajuste
compensatério entre enzimas antioxidantes para manutencdo do equilibrio redox
celular.

Além disso, foi observado neste estudo, em determinados casos, associacao
entre os niveis de POX e os teores de MDA, indicando que em alguns genétipos, a



73

maior atividade antioxidante induziu a uma menor peroxidagao lipidica — resultado
consistente com estudos prévios (Gomes et al., 2010; Moura et al., 2010). Tais
evidéncias reforcam o papel da POX como componente funcional relevante na defesa
contra o estresse oxidativo em plantas.

Dessa forma, a atividade da POX pode ser considerada um marcador
bioquimico confiavel para discriminacao de genétipos quanto a tolerancia ao estresse
hidrico. A combinagédo de analises enzimaticas e estatisticas multivariadas, como a
formacao de grupos via analise de agrupamento, constitui uma abordagem eficaz no
suporte a selecao assistida em programas de melhoramento genético voltados a

tolerancia a deficiéncia hidrica.

5.3.3. Indice SPAD

Em relag@o ao indice SPAD, diversos autores tém indicado essa variavel como
um parametro confidvel para avaliacdo da tolerancia das plantas ao déficit hidrico,
uma vez que reflete indiretamente o teor de clorofila e, portanto, a integridade
funcional do aparato fotossintético. Em condicdes de estresse, reducdes acentuadas
no valor do SPAD estao geralmente associadas a degradacao de pigmentos, perda
de eficiéncia fotossintética e acumulo de EROs. Por essa razao, o indice SPAD tem
sido amplamente recomendado como critério auxiliar na selecdo de gendtipos
tolerantes ao déficit hidrico, especialmente em programas de melhoramento genético
voltados a resiliéncia em ambientes restritivos (Silva et al., 2012; Rodrigues et al.,
2015; Rani et al., 2023).

Silva et al. (2011), ao avaliarem parametros fisioldégicos associados a tolerancia
ao déficit hidrico em cana-de-agucar, destacaram o indice SPAD como um indicador
promissor para a selecao de gendtipos adaptados a condi¢coes de estresse hidrico.
Os autores observaram que gendtipos mais tolerantes apresentaram menores
reducdes nos valores de SPAD sob déficit hidrico, o que reflete maior estabilidade do
conteudo de clorofila e, consequentemente, da atividade fotossintética. Diante disso,
sugerem o uso do SPAD como ferramenta pratica e eficiente em programas de
melhoramento genético, contribuindo para a selegcdo de materiais com maior
resiliéncia fisiolégica frente a limitagdo hidrica.

Gomathi et al. (2020) também observaram que gendtipos de cana-de-agucar
capazes de manter padroes fisiolégicos estaveis, mesmo sob condicdes de déficit
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hidrico, apresentaram maior toleréncia ao estresse. Dentre os parametros avaliados,
o indice SPAD destacou-se como um dos mais consistentes, sendo mantido em niveis
mais elevados nos gendtipos tolerantes, o que indica preservagéo da integridade do
aparato fotossintético e menor degradacao de pigmentos. Esses resultados reforgcam
a utilidade do SPAD como indicador fisiol6gico sensivel e eficiente para a selecédo de
materiais genéticos mais adaptados ao estresse hidrico.

No presente estudo, os valores do indice SPAD variaram de 53,91 a 42,64 entre
os 30 gendtipos de cana-de-agUcar avaliados sob estresse hidrico induzido por PEG
6000 (Tabela 5), indicando diferencgas significativas na manutencao da integridade do
aparato fotossintético entre os materiais genéticos. As variedades RB 097217, RB
975033, RB 108519, CTC 9002 e RB 127825 destacaram-se com os maiores valores
de SPAD, superiores a 51,0, sugerindo maior capacidade de preservagao do conteudo
de clorofila e, portanto, uma resposta mais eficiente ao estresse hidrico.

Esses genoétipos apresentam caracteristicas que podem estar associadas a um
sistema antioxidante mais funcional, conforme ja discutido com base na atividade da
enzima peroxidase (POX). Por exemplo, RB 108519 e RB 097217 aparecem entre os
primeiros colocados tanto em SPAD quanto em atividade de POX, o que reforca a
hip6tese de que a preservacao da fotossintese e o controle do estresse oxidativo sdo
processos interdependentes em condicdes de restricdo hidrica.

Em contrapartida, genétipos como RB 056380, RB 985476, RB 92579 e SP 77-
5181, que apresentaram os menores indices SPAD (< 45,0), podem estar mais
suscetiveis a degradacao de pigmentos e danos ao sistema fotossintético, indicativos
de maior sensibilidade ao estresse. Esses resultados corroboram os achados de Silva
et al. (2011) e Gomathi et al. (2020), que destacam o SPAD como um critério pratico
e eficiente na selegdo de materiais tolerantes ao déficit hidrico, dada sua relagdo com
o desempenho fisiolégico e a homeostase redox.

A associacao entre altos valores de SPAD, maior atividade antioxidante (como
observado para POX) e baixos niveis de MDA reforga a importancia de integrar
multiplos indicadores fisiol6gicos na discriminacéo de gendtipos tolerantes, conferindo

maior robustez aos programas de selegdo em ambientes com limitagdo hidrica.
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Tabela 5. Indice SPAD em trinta variedades de cana-de-aglicar submetida & déficit
hidrico induzido por Polietilenoglicol 6000. ]
Ranking Variedade Indice SPAD Ranking Variedade Indice SPAD

1 RB 097217 53.91 16 CTC2 47.63
2 RB 975033 52.81 17 RB 966928 47.46
3 RB 108519 52.23 18 CT022994 47.15
4 CTC 9002 51.76 19 SP 80-1816 46.49
5 RB 127825 51.30 20 RB 72454 45.99
6 CTC 9003 50.37 21 RB 975242 45.98
7 RB 965902 50.30 22 VAT 90-212 45.88
8 RB 855156 49.94 23 RB 056351 45.45
9 RB 855536 49.46 24 RB 98710 45.06
10 SP 80-3280 49.33 25 RB 867515 44.98
11 SP 81-3250 48.93 26 RB 975201 44.56
12 SP 80-1842 48.87 27 SP 77-5181 44,52
13 RB 988082 48.53 28 RB 92579 44.36
14 CTC 4 48.28 29 RB 985476 42.64
15 RB 855453 48.22 30 RB 056380 42.64

Com base nesses resultados, foi construido um dendrograma, permitindo a
visualizagdo da similaridade entre os genotipos quanto ao indice SPAD sob estresse
hidrico, e possibilitando a formagéo de grupos fisiologicamente distintos em relagéo a
preservacao da clorofila foliar. Foram identificados quatro grupos principais,
evidenciando a variabilidade genética na resposta ao déficit hidrico induzido por
polietilenoglicol 6000 (Figura 7).

Os genotipos classificados no grupo identificado na cor verde — incluindo RB
097217, RB 108519, RB 975033, CTC 9002 e RB 127825 — apresentaram os maiores
valores de SPAD, indicando elevada estabilidade fotossintética frente a limitacao
hidrica. Esses materiais coincidem, em parte, com os que também se destacaram pela
alta atividade da enzima POX sugerindo um possivel sinergismo entre resposta
antioxidante e manutencao da integridade do aparato fotossintético.

O grupo demarcado na cor roxa, embora composto por genédtipos com
desempenho intermediario em SPAD, agrega materiais como SP 80-3280 e RB
855536, que também demonstraram desempenho destacado na atividade da POX.
Isso reforca a hipdtese de que gendtipos com respostas antioxidantes eficientes
tendem a preservar melhor seus mecanismos fotossintéticos, mesmo que os valores
de SPAD nao sejam os mais elevados.

Por outro lado, o grupo identificado em vermelho compreende variedades como
RB 056380, RB 92579, RB 975201, SP 77-5181 e RB 056351, que apresentaram os
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menores valores de SPAD, sendo indicativas de maior degradacéo de pigmentos e
maior suscetibilidade ao estresse oxidativo.

Por fim, o grupo apresentado em azul, que possui valores intermediarios a
baixos de SPAD, com destaque para RB 72454 e RB 975242, e, embora alguns
desses materiais tenham se destacado na atividade antioxidante, a reducao do indice
SPAD pode indicar que a eficiéncia fotossintética foi afetada, mesmo com o sistema

de defesa parcialmente ativado.
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Figura 7. Dendrograma de agrupamento hierarquico dos genétipos de cana-de-agucar
em relagao a avaliagdo do indice SPAD sob condi¢des de déficit hidrico induzido por
polietilenoglicol 6000. O dendrograma obtido com distancia euclidiana, mostrou cinco
principais agrupamentos dos genétipos em resposta ao déficit hidrico.

Essa andlise integrativa demonstra que a combinagdo de indicadores
fisiolégicos e bioquimicos, como SPAD, POD e MDA, permite maior precisdo na
discriminagdo de gendtipos tolerantes ao déficit hidrico, contribuindo para a selecao
de materiais mais promissores em programas de melhoramento genético.

A organizacao dos genétipos em grupos distintos também corrobora os dados
bioquimicos observados para a atividade da enzima peroxidase e os niveis de MDA,
sugerindo que 0s mecanismos antioxidantes e a estabilidade fotossintética atuam de
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forma complementar na modulacao da tolerancia ao estresse hidrico. Dessa forma, o
uso combinado desses parametros permite uma caracterizacdo mais robusta da
resposta fisiolégica das variedades e fornece subsidios para estratégias de selegéao

em programas de melhoramento genético.
5.3.4. Analise de componentes principais sob condi¢coes de déficit hidrico

Apébs a confirmacao de diferencas significativas nos teores de MDA entre os
genotipos avaliados no modelo completo, procedeu-se a determinagdo da atividade
de enzimas relacionadas ao metabolismo antioxidante. Essa etapa foi fundamentada
na premissa de que os componentes do sistema antioxidante enzimatico permitem
distinguir os gendtipos quanto a eficiéncia na neutralizagdo das espécies reativas de
oxigénio (EROs), sendo, portanto, indicativos da resiliéncia fisiolégica frente ao
estresse oxidativo induzido pelo déficit hidrico.

A andlise de componentes principais (PCA) € uma técnica estatistica
multivariada amplamente utilizada para a reducao da dimensionalidade de conjuntos
de dados complexos, permitindo a visualizagdo simultanea de multiplas variaveis.
Essa abordagem é particularmente relevante em programas de melhoramento
genético, pois facilita a identificacdo de varidveis com maior contribuicdo para a
variabilidade genética entre os genétipos avaliados, otimizando os critérios de selecao
(Ongala et al., 2016).

De acordo com a andlise de componentes principais (PCA), os cinco
componentes (CP1 a CP5) explicaram conjuntamente 100% da variancia total dos
dados, sendo que CP1, CP2, CP3, CP4 e CP5 foram responsaveis por 36,28%,
33,54%, 14,09%, 11,03% e 5,05% da variabilidade, respectivamente (Grafico 2). Esse
resultado evidencia que os dois primeiros componentes principais acumulam 69,82%
da variancia total, permitindo a representacao bidimensional dos dados com elevado
poder explicativo. Com base nesse plano fatorial (CP1 x CP2), observou-se a
distribuicdo dos genétipos em diferentes quadrantes (Grafico 3), refletindo a
diversidade fisioldgica e bioquimica entre as variedades avaliadas quanto as variaveis
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Gréfico 2. Porcentagem das variancias explicadas pelos componentes 1 a 5 de acordo
com a analise de componentes principais analisado em 30 variedades de cana-de-
acucar (Saccharum spp.) submetidas a déficit hidrico induzido por Polietilenoglicol
6000.
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De acordo com Hair et al. (2009), cada componente principal representa uma
proporcédo da variabilidade total contida no conjunto de dados originais. Segundo
Rencher (2002), recomenda-se que os dois primeiros componentes principais (CPs)
expliqguem, conjuntamente, pelo menos 70% da variancia total, a fim de garantir uma
representacédo adequada da estrutura dos dados no plano bidimensional. No presente
estudo, os dois primeiros componentes explicaram conjuntamente 69,8% da variancia,
valor muito préximo ao limite recomendado, o que reforga a adequagéao da utilizagao
do plano formado por CP1 e CP2 para a interpretacdo multivariada das variaveis.
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Os demais componentes (CP3 a CP5) apresentaram contribuicdo
progressivamente menor, com 14,09%, 11,03% e 5,05%, respectivamente, 0 que
reforca a adequacao da utilizacdo de um plano bidimensional (CP1 x CP2) para a
visualizagéo e interpretacdo dos dados multivariados.

Gréfico 3. Analise de componentes principais em trinta variedades de cana-de-agucar
submetida a condi¢des de déficit hidrico simulado por polietilenoglicol 6000.
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Essa distribuicado indica que as variaveis utilizadas possuem alta colinearidade
entre si, sendo capturadas eficientemente pelos dois primeiros eixos da PCA. A
adocéo do plano CP1 x CP2, portanto, é estatisticamente justificada para representar
a dispersdo dos gendtipos e a associacdo entre as variaveis bioquimicas e
fisiolégicas, possibilitando a identificagéo de padrdes de tolerancia ao estresse hidrico

entre os materiais genéticos avaliados.
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A distribuicdo dos 30 gendtipos no plano bidimensional formado pelos dois
primeiros componentes principais (Dim1 e Dim2), que juntos explicam 69,8% da
variabilidade total dos dados, permitiu a diferenciagdo dos materiais quanto aos
parametros bioquimicos e fisioldgicos associados a tolerancia ao estresse hidrico
(Grafico 3). A coloracao dos pontos reflete os valores de cos?, que indicam a qualidade
da representacdo dos gendtipos nos dois primeiros componentes. Valores mais
proximos de azul (> 0,75) indicam melhor representagdo, enquanto os tons
alaranjados e vermelhos correspondem a projecées menos explicativas.

Com base na analise das contribuicbes relativas das varidveis para a
construcdo dos componentes principais (Grafico 4), observou-se que a atividade da
POX foi a variavel com maior influéncia na variabilidade multivariada, contribuindo
com mais de 46,94% para a formacéo dos componentes, seguida pelo indice SPAD
(aproximadamente 28,68%). Ambas as variaveis situaram-se acima do limite médio
de contribuicao esperado (20%), destacado pela linha tracejada, sendo, portanto, os
principais descritores na separagao dos gendtipos no plano bidimensional da PCA
(Grafico 4).

A atividade da SOD apresentou contribuicao intermediaria (~16%), enquanto
CAT e, especialmente, MDA, tiveram baixa participacdo na explicagao da variancia,
situando-se abaixo do limite de corte. Esses resultados reforcam a relevancia
funcional da POX e do SPAD na distingdo entre gendtipos quanto a tolerancia ao
estresse hidrico, sugerindo que tais parametros devem ser priorizados em estratégias
de selecao assistida por caracteres fisiolégicos e bioquimicos.

No contexto do metabolismo antioxidante, diversos autores tém associado a
maior atividade da enzima POX a tolerancia ao déficit hidrico em cana-de-agucar,
destacando seu potencial como marcador bioquimico em programas de
melhoramento genético. Ngamhui et al. (2015) observaram que gendtipos
classificados como tolerantes apresentaram incrementos significativos na atividade da
POX em comparacdo aqueles suscetiveis ao estresse hidrico, recomendando,
portanto, a utilizagdo dessa variavel como critério de selegdo para resisténcia
fisiologica. Esses achados corroboram os resultados obtidos no presente estudo, em
que a POX foi a varidvel de maior contribuicdo para a explicagdo da variancia

multivariada, conforme evidenciado pela andlise de componentes principais.
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Gréfico 4. Andlise de componentes principais indicando a porcentagem de
contribuicao de variaveis POX (peroxidase), SPAD (indice SPAD), SOD (superdxido
dismutase), CAT (catalase) e MDA (malondialdeido) com base no componente 1,
avaliado em 30 variedades de cana-de-agucar (Saccharum spp.) submetidas a déficit
hidrico induzido por Polietilenoglicol 6000.

)

o

Contribuicoes (%

Rani et al. (2024) também destacam a relagao positiva entre a atividade da
POX e parametros fisiolégicos associados a tolerancia ao estresse hidrico, como
indice SPAD, estabilidade de membranas celulares e conteudo relativo de agua.
Segundo os autores, 0 aumento na atividade dessa enzima esta diretamente ligado a
eficiéncia na eliminagdo de EROs, contribuindo para a protecdo das organelas
celulares, especialmente os cloroplastos. Como consequéncia, ha menor degradagao
de pigmentos fotossintéticos e manutencdo da integridade funcional do aparato
fotossintético, refletida nos maiores valores de SPAD observados em gendtipos com
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atividade enzimatica elevada. Tais evidéncias reforcam o papel funcional da POX
como um importante componente do sistema antioxidante em condi¢oes de estresse
abidtico, e sua utilidade como critério de selegao para resisténcia fisioldgica.

Os dados obtidos no presente estudo corroboram os resultados relatados por
Silva et al. (2014), os quais, ao avaliarem o conteudo de pigmentos fotossintéticos em
quatro variedades de cana-de-acucar sob condi¢cdes de déficit hidrico, observaram
correlagao significativa entre o teor de clorofilas e os valores do indice SPAD. Com
base nesses achados, os autores recomendaram o uso do SPAD como indicador
indireto e eficiente do conteddo de clorofila, e, consequentemente, como ferramenta
auxiliar na selecao de cultivares mais tolerantes ao estresse hidrico em programas de
melhoramento genético da cultura.

Sob condi¢bes de baixa umidade do solo, Madhav et al. (2017), ao avaliarem
duas variedades de cana-de-acucar, observaram que 0s maiores acumulos de
biomassa ocorreram em materiais que apresentaram respostas mais expressivas das
enzimas SOD e POX. Dessa forma, os autores recomendam a utilizacao dessas
enzimas como critérios de selecao, em conjunto com a avaliagdo do conteudo relativo
de agua.

E possivel encontrar na literatura, em diversas culturas, evidéncias da
importancia das enzimas POX e SOD como critérios para a selecao de variedades
tolerantes ao déficit hidrico, devido a sua contribuicdo na redugcdo dos danos
oxidativos. Morais et al. (2018), por exemplo, destacam o papel dessas enzimas na
diminuicdo dos danos oxidativos, avaliados por meio do conteddo de MDA,
observando que as variedades consideradas tolerantes apresentaram maior atividade
das enzimas do metabolismo antioxidante.

Ao avaliar o Componente Principal 2 (PC2) da Andlise de Componentes
Principais (PCA), verifica-se que as varidveis MDA e CAT apresentaram as maiores
contribuicdes individuais, com 40,00% e 25,89%, respectivamente (Grafico 5). Essa
predominancia sugere que o dano oxidativo (representado pelo acumulo de
malondialdeido) e a capacidade antioxidante enzimatica (representada pela atividade
da catalase) foram os principais fatores responsaveis pela diferenciacdo das 30
variedades de cana-de-agucar sob déficit hidrico induzido por polietilenoglicol (PEG
6000).

A elevada contribuicdo do MDA indica que o nivel de peroxidacéo lipidica variou

consideravelmente entre o0s genoétipos, evidenciando diferentes graus de
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suscetibilidade ao estresse hidrico. Por sua vez, a CAT desempenha papel crucial na
eliminagao do peroxido de hidrogénio (H,O;), um dos principais produtos toxicos
derivados do estresse oxidativo, o que reforca sua importancia como indicador da
eficiéncia do sistema de defesa antioxidante. Portanto, gen6tipos com menores niveis
de MDA e maior atividade de CAT tendem a apresentar maior tolerancia ao déficit
hidrico, sendo candidatos promissores para programas de melhoramento genético
visando ambientes de baixa disponibilidade hidrica.

O MDA esta diretamente associado ao nivel de danos as estruturas celulares,
sendo um dos principais produtos finais da peroxidacao lipidica. Em condigbes de
déficit hidrico, ocorre um desequilibrio entre a geracéo e a inativacdo das EROs, o
que resulta no acumulo de formas téxicas de oxigénio nos tecidos vegetais. Esse
excesso de EROs pode comprometer membranas celulares, proteinas e acidos
nucleicos. Dessa forma, o MDA tem sido amplamente utilizado como um indicador
confiavel da intensidade do estresse oxidativo e da atividade do metabolismo
antioxidante, englobando tanto 0s mecanismos enzimaticos quanto os néo
enzimaticos (Hodges et al., 1999; Shulaev e Oliver, 2006; Pagariya et al., 2012).

Na cultura da cana-de-aguUcar, diversos autores tém adotado a selecédo de
variedades com maior toleréncia ao déficit hidrico com base em menores niveis de
MDA, uma vez que valores reduzidos indicam menor dano oxidativo (Cia et al., 2012;
Sales et al., 2015). No entanto, essa variavel é frequentemente considerada de baixa
especificidade, por estar sujeita a influéncia de mudltiplos fatores fisioldgicos e
bioquimicos, como a intensidade do estresse, 0 estagio fenoldgico da planta e a
eficiéncia dos mecanismos de defesa antioxidante. Apesar dessas limitacdes, Abbas
et al. (2014) ainda recomendam o uso da peroxidacao lipidica como um critério valido
e acessivel para a selecao de gendtipos tolerantes ao estresse hidrico, especialmente
guando integrada a outras variaveis fisioldgicas.

Estudos como o de Boaretto et al. (2014), conduzidos com plantas jovens de
cana-de-agucar, demonstraram que o déficit hidrico promove um aumento significativo
no conteudo de MDA, evidenciando intensificacdo do processo de peroxidacao
lipidica. Os autores também observaram que os niveis mais elevados de MDA foram
detectados em variedades sabidamente mais suscetiveis ao estresse hidrico, o que
reforca a correlacao entre aumento do dano oxidativo e menor tolerancia fisiolégica.

Esses achados sustentam a utilidade do MDA como um indicador da resposta
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diferencial entre gendtipos frente a escassez hidrica, ainda que sua especificidade
seja limitada quando considerada isoladamente.

Gréfico 5. Andlise de componentes principais indicando a porcentagem de
contribuicao de variaveis POX (Peroxidase), SPAD (indice SPAD), SOD (Supero6xido
Dismutase), CAT (Catalase) e MDA (Malondialdeido) com base no componente 2,
avaliado em 30 variedades de cana-de-agucar (Saccharum spp.) submetidas a déficit
hidrico induzido por Polietilenoglicol 6000.

Contribuigcoes (%)

Os niveis de MDA nas plantas sdo diretamente modulados pela atividade do
metabolismo antioxidante, o qual pode ser dividido em dois grandes grupos:
enzimatico e ndo enzimatico (Carvalho & Neto, 2016). O sistema nao enzimatico inclui
compostos bioativos que atuam na neutralizacdo de EROs, como prolina, ascorbato,

glutationa, alcaloides, fendis, tocoferdis e carotenoides, os quais desempenham papel
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fundamental na protecao celular sob estresse abidtico. Por outro lado, o sistema
enzimatico é composto por enzimas antioxidantes responsaveis pela desintoxicacao
direta de EROs, destacando-se a SOD, CAT, POX e APX (Morais et al., 2018). O
equilibrio e a eficiéncia desses sistemas sao determinantes na capacidade da planta
em mitigar os efeitos deletérios do estresse oxidativo, o que influencia diretamente os
niveis de peroxidacao lipidica e, consequentemente, o acumulo de MDA.

Na cultura da cana-de-agucar, a atividade da enzima CAT tem sido amplamente
investigada em virtude de sua importante funcdo na neutralizagcdo das EROs,
especialmente o perdéxido de hidrogénio (H,O.). A quantificacdo da CAT e a sua
persisténcia sob condi¢des de estresse, tanto bidtico quanto abidtico, tém se mostrado
parametros relevantes na caracterizagdo da capacidade antioxidante dos gendtipos.
Nesse sentido, niveis elevados e estaveis de atividade de CAT sob déficit hidrico sdo
indicativos de maior eficiéncia na resposta fisiologica ao estresse, sendo, portanto,
uma variavel promissora para a selecéo de variedades mais tolerantes em programas
de melhoramento genético

De forma interessante, Teixeira et al. (2022) observaram que, sob condicdes
de déficit hidrico severo, ocorreu uma reducéo na atividade da enzima catalase (CAT)
nas variedades de cana-de-agucar avaliadas. Esse comportamento foi também
relatado por Ngamhui et al. (2015), que além da diminuicao da CAT, verificaram um
aumento compensatério na atividade da Ascorbato Peroxidase (APX). Esses
resultados sugerem que, diante de condicbes extremas de estresse, a planta pode
reorganizar seu sistema antioxidante enzimatico, reduzindo a dependéncia da CAT e
ampliando a participagdo de outras enzimas, como a APX, para manter o controle
redox e a protecao celular. Tal plasticidade funcional pode ser decisiva na tolerancia
ao estresse hidrico, especialmente em genoétipos mais resilientes.

Em estudo com variedades de cana-de-agucar submetidas ao déficit hidrico, Cia et al.
(2012) observaram que determinados gendtipos foram capazes de manter niveis
elevados de atividade da enzima CAT, enquanto outros apresentaram uma reducao
acentuada dessa atividade. Essa diferenga no comportamento entre os gendtipos
pode estar relacionada a eficiéncia dos mecanismos antioxidantes intrinsecos de cada
variedade. Assim, a manutencao da atividade de CAT em condicbes adversas pode
representar um indicador fisioldgico de maior tolerancia ao estresse hidrico, sendo um
atributo potencialmente Gtil para a selecdo de materiais genéticos promissores em

programas de melhoramento.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que o tratamento com PEG 6000 foi eficaz na
inducédo do déficit hidrico, evidenciado pelas diferengas significativas nas variaveis
SOD, POX e MDA entre os genétipos avaliados. A resposta ao estresse oxidativo
variou entre as variedades, com destaque para RB 097217, RB 92579, RB 72454, RB
98710, SP 80-1842, CTC 4, RB 855453, RB 108519, RB 985476 e VAT 90-212, que
apresentaram menores niveis de MDA, indicando menor dano oxidativo. Contudo, a
ocorréncia de altos niveis de peroxidagcdo também em variedades previamente
reconhecidas como tolerantes ao déficit hidrico ressalta a complexidade da resposta
fisioldgica ao estresse, indicando que o MDA isoladamente nao é suficiente para
caracterizar a tolerancia.

A andlise de componentes principais revelou que 69,8% da variabilidade
genética esta concentrada nos dois primeiros componentes, com destaque para as
variaveis Peroxidase, SPAD, MDA e Catalase, que apresentaram maior contribuicao
para a variabilidade observada. Esses parametros fisiolégicos, portanto, se mostram
promissores como critérios auxiliares na selecdo de gendtipos mais tolerantes ao
déficit hidrico, devendo ser integrados a outras variaveis fisiolégicas e bioquimicas em
futuras analises. Estudos adicionais sdo recomendados para compreender melhor os
mecanismos associados a tolerancia, considerando a plasticidade e a interagéo entre

0s componentes antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.
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Figura 3. Andlise de boxplot para identificacdo de outliers em varidveis associadas a
seca em 30 variedades de cana-de-acucar submetida a condicoes de déficit hidrico
simulado Polietilenoglicol 6000, atividade da Catalase (A), Malondialdeido (B), atividade
da Peroxidase (C), Superoxido dismutase (D) e SPAD (E).
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Figura 4. Andlise de boxplot para identificagdo de outliers em variaveis associadas a
seca em 30 variedades de cana-de-acucar submetida a condicbes com auséncia de
deficit hidrico, atividade da Catalase (A), Malondialdeido (B), atividade da Peroxidase
(C), Superoxido dismutase (D) e Indice SPAD (E).
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9. MATERIAL SUPLEMENTAR I

a. indice SPAD

Tabela 6 — Deviance e Teste de Razao Verossimilhanga (LRT) do modelo ajustado
para Indice SPAD em 30 variedades de cana-de-agucar (Saccharum spp.) submetidas
ao déficit hidrico simulado por Polietilenoglicol 6000 comparado ao tratamento
controle sem déficit hidrico.

Teste da interacao

Efeito Log convergéncia Deviance LRT
Tratamento:Clone -98.332 196.664 1.3086"
Completo -97.6777 195.3554

*: Ndo significativo ao nivel de probabilidade de 0.01 pelo teste de Qui-quadrado.

Tabela 7 — Deviance e Teste de Razao Verossimilhanga (LRT) do modelo ajustado
para Indice SPAD em 30 variedades de cana-de-agucar (Saccharum spp.) sob
condicao de déficit hidrico.

Teste da interacao

Efeito Log convergéncia Deviance LRT
Clone -142.048 284.096 87.432**
Completo -908.332 196.664

**. Significativo ao nivel de probabilidade de 0.01 pelo teste de Qui-quadrado.

b. Atividade da Catalase

Tabela 8 — Deviance e Teste de Razao Verossimilhanca (LRT) do modelo ajustado
para Atividade da Catalase em 30 variedades de cana-de-agucar (Saccharum spp.)
submetidas ao déficit hidrico simulado por Polietilenoglicol 6000 comparado ao
tratamento controle sem déficit hidrico.

Teste da interacao

Efeito Log convergéncia Deviance LRT
Tratamento:Clone -85.357 170.714 -0.3212*
Completo -85.5176 171.0352

*: Nao significativo ao nivel de probabilidade de 0.01 pelo teste de Qui-quadrado.

Tabela 9 — Deviance e Teste de Razdo Verossimilhanca (LRT) do modelo ajustado
para Atividade da Catalase em 30 variedades de cana-de-agucar (Saccharum spp.)
sob condicdo de déficit hidrico.

Teste da interacao

Efeito Log convergéncia Deviance LRT
Clone -85.357 170.714 0
Completo -85.357 170.714

*: Nao significativo ao nivel de probabilidade de 0.01 pelo teste de Qui-quadrado.
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c. Atividade da Peroxidase

Tabela 10 — Deviance e Teste de Raz&o Verossimilhanga (LRT) do modelo ajustado
para Atividade da Peroxidase em 30 variedades de cana-de-agucar (Saccharum spp.)
submetidas ao déficit hidrico simulado por Polietilenoglicol 6000 comparado ao
tratamento controle sem déficit hidrico.

Teste da interacao

Efeito Log convergéncia Deviance LRT
Tratamento:Clone -95.3386 190.6772 0.4136*
Completo -95.1318 190.2636

*: Nao significativo ao nivel de probabilidade de 0.01 pelo teste de Qui-quadrado.

Tabela 11 — Deviance e Teste de Razéo Verossimilhanga (LRT) do modelo ajustado
para Atividade da Peroxidase em 30 variedades de cana-de-agucar (Saccharum spp.)
sob condicao de déficit hidrico.

Teste da interacao

Efeito Log convergéncia Deviance LRT
Clone -95.3386 190.6772 0*
Completo -95.3386 190.6772

*: Nao significativo ao nivel de probabilidade de 0.01 pelo teste de Qui-quadrado.

d. Atividade da Superéxido Dismutase

Tabela 12 — Deviance e Teste de Razao Verossimilhanca (LRT) do modelo ajustado
para Atividade da Superdxido Dismutase em 30 variedades de cana-de-agucar
(Saccharum spp.) submetidas ao déficit hidrico simulado por Polietilenoglicol 6000
comparado ao tratamento controle sem déficit hidrico.

Teste da interacao

Efeito Log convergéncia Deviance LRT
Tratamento:Clone -20.5736 41.1472 1.7836"
Completo -19.6818 39.3636

*: Nao significativo ao nivel de probabilidade de 0.01 pelo teste de Qui-quadrado.

Tabela 13 — Deviance e Teste de Razao Verossimilhanca (LRT) do modelo ajustado
para Atividade da Superdxido Dismutase em 30 variedades de cana-de-acucar
(Saccharum spp.) sob condicdo de déficit hidrico.

Teste da interacao

Efeito Log convergéncia Deviance LRT
Clone -20.6172 41.2344 0.0872*
Completo -20.5736 41.1472

*: Nao significativo ao nivel de probabilidade de 0.01 pelo teste de Qui-quadrado.

e. Conteudo de Malondialdeido

Tabela 14 — Deviance e Teste de Razéao Verossimilhanca (LRT) do modelo ajustado
para conteludo de Malondialdeido em 30 variedades de cana-de-agucar (Saccharum
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spp.) submetidas ao déficit hidrico simulado por Polietilenoglicol 6000 comparado ao
tratamento controle sem déficit hidrico.
Teste da interacao

Efeito Log convergéncia Deviance LRT
Tratamento:Clone -55.3058 110.6116 0*
Completo -55.3058 110.6116

*: Nao significativo ao nivel de probabilidade de 0.01 pelo teste de Qui-quadrado.

Tabela 15 — Deviance e Teste de Raz&o Verossimilhanga (LRT) do modelo ajustado
para conteludo de Malondialdeido em 30 variedades de cana-de-agucar (Saccharum
spp.) sob condi¢ao de déficit hidrico.

Teste da interacao

Efeito Log convergéncia Deviance LRT
Clone -58.2227 116.4454 5.8338**
Completo -55.3058 110.6116

*: Significativo ao nivel de probabilidade de 0.01 pelo teste de Qui-quadrado.



