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FATORES QUE INFLUENCIAM NO SUCESSO E LONGEVIDADE DO CONTROLE
DAS FERRUGENS DA CANA-DE-ACUCAR POR VARIEDADES RESISTENTES

Autor: TATIANE DE FATIMA MISTURA
Orientador: Prof. Dr. ALFREDO SEIITI URASHIMA
Co-orientador: Prof. Dr. RENEE S. ARIAS

RESUMO

Acucar, etanol e bionergia sdo produtos gerados a partir da cana-de-agucar, cuja
demanda atual permanece alta. Entretanto, duas ferrugens tém ameagado a
produtividade, ferrugem marrom (Puccinia melanocephala) e ferrugem alaranjada (P.
kuehnii). O mais eficiente método de controle dessas doencas € variedades
resistentes. O sucesso e longevidade das variedades dependem de varios fatores,
podendo ser os dois principais: a diversidade do patdgeno e a correta avaliacdo da
reacao dos genotipos. Portanto, o capitulo 1 desta dissertacéo objetivou examinar a
diversidade genética e fenotipica dos patégenos das ferrugens e a existéncia de
correlagdo direta entre essas caracteristicas. 31 isolados de P. melanocephala e 39
de P. kuehnii foram genotipados por 10 SSR (Simple Sequence Repeat). A
diversidade genética foi verificada através grupamento UPGMA (Unweighted Pair
Group Methods Using Arithmetic Averages) e analise de PCoA (Principal Coordinate
Analyses). A diversidade fenotipica foi investigada pela porcentagem de area
afetada e reacdes incompativeis/compativeis entre o patdégeno e o hospedeiro. Os
resultados deste trabalho mostraram similar agrupamento entre UPGMA e PCoA
com identificacdo de nove subpopulacdes genéticas para P. kuehnii e 10
subpopulacdes para P. melanocephala. Para a diversidade fenotipica, trés racas
foram detectadas em P. kuehnii, enquanto em P. melanocephala duas. Correlagéo
direta entre diversidade genética e fenotipica foi encontrada somente em P. kuehnii.
O capitulo 2 examinou a reacdo de algumas variedades comerciais de cana-de-
acucar a P. kuehnii em diferentes periodos de tempo, assim como viabilidade e
quantidade de urediniésporos. Para o progresso da doenca, trés isolados foram
inoculados, em cinco variedades e sua reacdo avaliada aos 21, 28, 35 e 42 dias
depois pela escala de notas. Reacdo da doenca medida pela quantidade e
viabilidade de urediniésporos foi examinada em dois diferentes ensaios. No primeiro,
esporos de diferentes tipos de lesao foi investigado 42 dias depois da inoculagéo, no
segundo, esporos do mesmo tipo de reacdo, mas de uma variedade suscetivel e a
outra resistente foram observadas. Nosso dado verificou que uma variedade pode
mudar de reacdo de resistente para suscetivel ao longo do tempo. Portanto, a fim de
evitar falsos resistentes outras caracteristicas do material devem ser levadas em
conta, quantidade e viabilidade de urediniésporos.

Palavras-chave: Puccinia kuehnii, Puccinia melanocephala, UPGMA, PCOoA,

resisténcia



FACTORS AFFECTING SUCCESS AND LONGEVITY OF RESISTANT VARIETIES
TO CONTROL SUGARCANE RUSTS

Author: TATIANE DE FATIMA MISTURA
Adviser: Prof. Dr. ALFREDO SEIITI URASHIMA

Co-adviser: Prof. Dr. RENEE S. ARIAS

ABSTRACT

Sugar, ethanol and bionergy are products generated from sugarcane, whose current
demand remains high. However, two rust diseases have threatened its yield, brown
rust (Puccinia melanocephala) and orange rust (P. kuehnii). The most efficient
method to control these diseases is resistant varieties. The success and longevity of
varieties depends basically on two factors: pathogen diversity and correct evaluation
of genotype reaction. Therefore, chapter 1 of this dissertation aimed to examine
phenotypic and genotypic diversity of rusts pathogens and existence of a direct
correlation between these traits. Genotyping of P. melanocephala employed 31
isolates and 39 for P. kuehnii with 10 SSR markers. The genetic diversity was verified
through UPGMA clustering and PCoA analyses. The phenotypic diversity was
investigated by leaf lesion area and compatible/incompatible interaction between
host and pathogen. Data of this work showed similar grouping between UPGMA and
PCoA with identification of nine genetic subpopulations for P. kuehnii and 10
subpopulations for P. melanocephala. As for phenotypic diversity, three races were
identified in P. kuehnii whereas two were detected in P. melanocephala. Direct
correlation between genetic and phenotypic diversity was only observed in P.
kuehnii. The chapter 2 examined reaction of five sugarcane commercial varieties to
P. kuehnii over different period of time as well as quantity and viability of
urediniospores. For disease progress disease, three isolates were inoculated on five
varieties and their reactions evaluated 21, 28, 35, 42 days after by disease score.
Disease reaction measured by quantity and viability of uredinispores was examined
in two different trials. In the first, spores from different type of lesions were
investigated 42 days after inoculation, in the second, spores from the same type of
reaction but from a susceptible and resistance varieties were observed. Our data
identified one variety which reaction changed over time. Therefore, in order to avoid
false resistant materials other traits should be taking into account, quantity and
viability of urediniospores.

Keywords: Puccinia kuehnii, Puccinia melanocephala, UPGMA, PCoA, resistance



INTRODUCAO

O Brasil é lider mundial na producdo de cana-de-agUcar. Essa posi¢ado s6 é
alcancada porque temos uma grande area cultivada, 8.654,2 mil hectares, que
produziu na safra 2015/2016, 665,6 milhdes de toneladas de cana (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2016). A partir dessa matéria prima é
produzido agUcar, etanol e recentemente bioeletricidade.

O acucar é uma “commodity” de grande importancia econdmica para o
Brasil. A previsdo de exportacdo para 2019 é de 32,6 milhdes de toneladas, sendo
gque metade do produto consumido no mundo é proveniente do Brasil (BRASIL,
2016).

O etanol e a bioeletricidade sao de importancia sustentavel e ambiental. O
etanol € renovavel e emite menos gases de efeito estufa que o produzido a partir do
milho (CRAGO et al., 2010). A partir do bagaco, um residuo que seria descartado
pelas usinas, € possivel produzir bioeletricidade. O periodo de estiagem na regido
Sudeste vai do final do verdo até o final da primavera, onde o medo de apagéao é
evidente devido aos niveis baixos dos reservatorios de agua. Exatamente nesse
periodo ocorre a safra da cana quando poderia produzir energia.

Pelos exemplos citados a demanda de cana-de-agUcar é grande, mas
somente se torna viavel se aumentar a produtividade, para evitar a destruicdo de
matas ou invadir areas de outras culturas. No entanto, varios fatores podem
comprometer o aumento da produtividade dentre eles as doencas, sendo as
principais a ferrugem marrom e alaranjada.

A ferrugem alaranjada, causada pelo fungo Puccinia kuehnii, reduz o
crescimento e o rendimento da cana-de-agUcar, através da diminuicdo da
condutancia estomatica, da transpiracdo e principalmente da taxa fotossintética
(ZHAO et al.,, 2011). No Brasil a ferrugem alaranjada chegou em 2009 e as
variedades suscetiveis foram SP89-1115, RB72454 e SP84-2025 (BARBASSO et
al., 2010) todas essas variedades ocupavam 10% da area plantada (PROGRAMA
DE MELHORAMENTO GENETICO DA CANA-DE-ACUCAR, 2012). Na Australia em
meados do ano 2000 a variedade Q124, considerada altamente suscetivel, sofreu
diminuicdo de 38% na sua produtividade (MAGAREY et al.,, 2004). Em outras

regibes como na Flérida, as reducdes foram de 12% na quantidade de colmos, 32%



na massa vegetativa, 43% na tonelada de cana por hectare e 53% no acucar (RAID
et al., 2011).

No Brasil a ferrugem marrom (Puccinia melanocephala) entrou em 1986
(TOKESHI; RAGO, 2005). Um estudo verificou diminuicdo média de 10t/ha a
produtividade das variedades SP71-799 e SP70-1284 em plantas sem controle
quimico (SILVA et al., 2001). No estado da Flérida a reducéo atingiu 32,6% na altura
do colmo e queda de 40,9% na massa fresca (COMSTOCK, 1992); no estado da
Louisiana a diminuicdo na producéo ficou entre 14 a 16% e de 22% no rendimento
de acucar por area (HOY; HOLLIER, 2009).

O potencial de dano das duas ferrugens citadas é evidente, sendo o melhor
e mais eficiente método de controle da doenca, o uso de variedades resistentes. O
sucesso e longevidade do controle dependem de vérios fatores, onde se destacam a
diversidade do patégeno e a avaliacdo correta da reacdo das variedades. Portanto,
este trabalho tem como objetivo investigar fatores que influenciam no sucesso e
longevidade do controle das ferrugens da cana-de-acUcar por variedades
resistentes. Medindo a diversidade genética pelo método UPGMA e PCOA, a
diversidade fenotipica pela presenca de racas fisioldgicas, e avaliando da reacao de
cinco variedades de cana-de-acUcar aos 21, 28, 35, 42 dias ap0s a inoculacgéo.



OBJETIVO

O objetivo geral desse trabalho foi investigar fatores que influenciam no sucesso e
longevidade do controle das ferrugens da cana-de-acUcar por variedades

resistentes. Os objetivos especificos da dissertacao foram:

Capitulo 1

I.  Examinar diversidade genética e fenotipica de P. kuehnii e P. melanocephala
Il. Examinar se existe correlacdo direta entre a diversidade genotipica e

fenotipica de P. melanocephala e P. kuehnii no Brasil.

Capitulo 2

Examinar a reacao de algumas variedades comerciais de cana-de-acucar a P.
kuehnii aos 21, 28, 35 e 42 dias ap0s a inoculagdo, assim como viabilidade e
quantidade de uredinidsporos.



REVISAO DA LITERATURA
1. Importancia da cana-de-agucar

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agclucar e dos produtos
acucar e etanol (BRASIL, 2016). Esse lugar so € alcancado porgue temos uma area
cultivada de 8.654,2 mil hectares, que produziu na safra 2015/2016, 655,6 milhdes
de toneladas de cana (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB,
2016).

Assim, essa cultura é de extrema importancia econdémica e social para o
pais, pois somente ela contribuiu com U$ 43,4 bilh6es do produto interno bruto (PIB)
do agronegocio e gerou um milhdo de empregos diretos (SETOR..., 2014). Além
disso, a cana-de-acucar atualmente ganha um lugar de destaque em questdes
ambientais e de sustentabilidade, pois tem a capacidade de gerar etanol, um
combustivel que quando comparado com a gasolina reduz a emissdo de dioxido de
carbono na atmosfera em até 90% (ETANOL..., 2015). A partir de 2003, com o
advento dos carros flex-fuel utilizando etanol, o Brasil conseguiu reduzir 300 milhdes
de toneladas de CO; na atmosfera (ETANOL..., 2015). Outra vantagem do etanol é
que ele é renovavel, o que o torna mais atrativo que a gasolina, pois essa é
proveniente de petréleo, um combustivel fossil (GOLDEMBERG et al., 2008).

Outro aspecto que a cana-de-acucar tem importancia é na questdo da
estiagem, na regido Sudeste, que vai do final do verdo até o final da primavera, onde
o medo de racionamento de energia devido aos niveis baixos dos reservatorios de
agua é evidente. Exatamente nesse periodo também ocorre a safra da cana-de-
acucar, ou seja, as usinas poderiam utilizar a queima do bagaco para produzir
energia. Se as 350 usinas utilizassem a queima do bagaco para produzir energia,
seria possivel gerar 15.300 megawatts, mais energia do que a usina de ltaipu
(ENERGIA..., 2015).

Esses exemplos mostram a importancia da cana-de-agucar para o
agronegocio brasileiro, devido a versatilidade do seu produto da “commodity” do
acucar, a utilizacdo de etanol como um combustivel renovavel e mais limpo que a
gasolina e o potencial de gerar bioenergia a partir da queima do bagago com custo

zero as usinas, pois este € um residuo do processo.



Por todas essas razdes, a cana-de-acUcar continuard valorizada devido a
utilizacdo da sua matéria prima para diversos produtos, porém a demanda sera
grande e o0 uso dessa biomassa sO sera viavel se aumentar a produtividade. No
entanto, varios fatores podem comprometer a produtividade, dentre eles as doencas,

sendo as principais as ferrugens, marrom e alaranjada.
2. Ferrugens

A ferrugem marrom é causada pelo fungo P. melanocephala e a alaranjada
por P. kuehnii. Ambas causam lesdes na superficie inferior das folhas de cana. No
inicio da infeccdo as duas ocasionam pequenas pontuacfes amarelas alongadas
gue aumentam de tamanhos. Depois essas lesGes evoluem para pustulas e quando
atingem a maturidade rompem a epiderme do tecido do hospedeiro, expondo uma
massa de urediniésporos, os sinais (MAGAREY, 2000). Algumas diferengas podem
ser observadas entre os sintomas das duas ferrugens como: as lesdes da ferrugem
alaranjada sdo levemente mais arredondadas; as pustulas séo laranja ndo vermelho-
marrom; as pustulas da ferrugem alaranjada sdo distribuidas desigualmente no
limbo foliar, formando aglomerados de lesdes, enquanto que a ferrugem marrom é
espalhada uniformemente sobre a folha; os sintomas da ferrugem alaranjada
ocorrem mais no final no verdo e comeco do outono, ja os da marrom na primavera
e comeco do verdo (MAGAREY et al.,, 2001). Assim as ferrugens diminuem
drasticamente a area fotossintética e consequentemente, a produtividade (ZHAO,
2011).

Os primeiros relatos da ferrugem marrom ocorreram no continente Asiatico
e Africano, e ndo acarretaram danos significativos as lavouras infectadas. Somente
em 1978, quando observada na Republica Dominicana € que a epidemia se alastrou
e houve danos foram expressivos na reduc¢do do agucar, e de 1,5 a 21,7 toneladas
de cana por hectare (PURDY et al., 1983).

No Brasil a ferrugem marrom chegou em 1986 causando grandes danos
para os programas de melhoramento genético, pois clones e variedades
promissoras tiveram que ser descartadas devido a suscetibilidade a doenca
(TOKESHI; RAGO, 2005). Um estudo realizado no Brasil verificou o potencial de
dano da ferrugem marrom nas variedades SP71-799 e SP70-1284 diminuindo em
média 10 t/ha da produtividade, em plantas ndo pulverizadas com fungicidas (SILVA
et al., 2001).



Essa doenca ocorre em todos os paises produtores de cana (PURDY et al.,
1983) e varios estudos mostraram sua capacidade de dano. Um trabalho realizado
na Flérida, com uma cultivar suscetivel a ferrugem marrom, indicou reducédo de
32,6% na altura do colmo e queda de 40,9% na massa fresca (COMSTOCK, 1992);
na Louisiana a reducdo na producdo de cana foi de 14 — 16% e de 22% no
rendimento de agucar por area (HOY; HOLLIER, 2009).

Ja a ferrugem alaranjada foi relatada pela primeira vez causando danos
econdbmico a cana-de-acucar em 2000 na Australia (MAGAREY et al.,, 2001). Em
2009 ela foi reportada pela primeira vez no Brasil, na cidade de Araraquara, interior
do estado de S&o Paulo. As variedades SP89-1115, RB72454 e SP84-2025 foram
identificadas como suscetiveis e a recomendacdo foi a interrupcdo do plantio
(BARBASSO et al., 2010). Essas cultivares ocupava aproximadamente 10% da area
plantada (PROGRAMA DE MELHORAMENTO DE GENETICO DA CANA-DE-
ACUCAR - PMGCA, 2012), portanto a substituicio das variedades tornou-se uma
tarefa dificil em curto prazo, principalmente se estavam nos primeiros cortes, por
iSso as cultivares continuaram no campo.

O temor a ferrugem alaranjada pode ser visto pela reducao de produtividade
que ela causou. Na Austrdlia em meados do ano 2000 a variedade Q124,
considerada altamente suscetivel, sofreu diminuicdo de 38% na sua produtividade
(MAGAREY et al., 2004). Em outras regifes como na Flérida, as reducdes foram de
12% na quantidade de colmos, 32% na massa vegetativa, 43% na tonelada de cana
por hectare e 53% no acucar (RAID et al., 2011). Embora as duas ferrugens tenham
um potencial de dano evidente, alguns métodos podem ser empregados para

controla-las.

3. Controle

Os dois métodos que podem ser empregados para o controle das ferrugens,
marrom e alaranjada sao: controle quimico a base de fungicidas e o uso de
variedades resistentes.

O controle quimico € usado em casos emergenciais, por exemplo, quando a
resisténcia das variedades é quebrada. Como ocorreu na Florida com as variedades
CP 70-1133, CP 72-1210 e CP 78-1247, que ap0s alguns anos de sua liberacéo
apresentaram alta infeccdo de ferrugem marrom (COMSTOCK et al.,, 2010). No

Brasil com a cultivar SP81-3250 que n&o constava como suscetivel a ferrugem



alaranjada nos primeiros trabalhos de identificacdo de variedades a serem
descontinuadas (BARBASSO, 2010), mas em 2012 sofreu um surto epidémico
guando era a segunda cultivar mais importante do Brasil, com area nova plantada de
110.078 ha (11,23%) e area cultivada de 823.776 ha (12,86%) (PROGRAMA DE
MELHORAMENTO DE GENETICO DA CANA-DE-ACUCAR - PMGCA, 2013),
razdes pelas quais fungicidas foram liberados em tempo recorde (Syngenta, 2010).
Atualmente ha seis produtos a base de triazol e estrobirulina registrados para o
controle da ferrugem alaranjada da cana-de-acucar (AGROFIT, 2015).

No entanto, o melhor e mais empregado método para o controle das duas
ferrugens é a substituicdo de variedades suscetiveis por resistentes (TOKESHI;
RAGO, 2005), pois reduz o impacto ambiental, seu custo é relativamente baixo e
restringe o uso de defensivos agricolas. Na Australia, quando a variedade Q 124 e
outras suscetiveis foram substituidas por cultivares resistentes, a ferrugem
alaranjada voltou a ser uma doenca de importancia menor (MAGAREY et al., 2001).
Mas o sucesso e longevidade da resisténcia das variedades dependem de varios
fatores, onde se destacam a avaliacdo correta da reacdo das variedades e

diversidade do patogeno.

3.1 Avaliacao da reacéo de variedades de cana-de-acucar a ferrugem
3.1.1 Campo e casa de vegetacao

A reacao de variedades de cana-de-acUcar pode ser testada em campo
(KLOSOWSKI et al., 2015; ARAUJO et al., 2013) ou/e em casa de vegetacéo
(BOMBECINI et al., 2012; CHAPOLA, 2013; HOY et al., 2014). Em campo ocorrem
infeccdes naturais do patdégeno, grandes quantidades de genétipos podem ser
avaliadas, mas ndo héa controle das condi¢cbes ambientais enquanto que nos ensaios
em casa de vegetacdo a vantagem € o controle do patdogeno e do ambiente (SOOD
et al., 2009), entretanto por ter espago reduzido, ha limitagdo no numero de
materiais que podem ser testados. Devido as vantagens e desvantagens
mencionadas nos dois tipos de avaliacbes, uma das maneiras de solucionar o
problema é fazer a avaliagdo em grande escala no campo, depois testar somente os
clones promissores em casa de vegetacdo. Atualmente os dois métodos adotados

para testar a resisténcia das variedades sao as escalas diagramaticas.



3.1.2 Escalas diagramaticas

A reacdo das variedades de cana-de-acucar tem sido avaliada através de
quatro escalas diagramaticas. A primeira foi proposta por Tai et al., (1981) em que a
severidade da doenca foi dividida em 9 notas considerando a quantidade e abertura
de pustulas. As notas de 0 a 2 sédo classificadas como resistente, enquanto notas de
3 a 9 suscetiveis. A segunda escala foi elaborada por Amorim et al., (1987) para a
ferrugem marrom e também é composta por 9 notas, no entanto o autor inseriu
porcentagem de area afetada. A terceira escala foi criada com a necessidade de
demonstrar uma maior exatiddo para a avaliacdo da ferrugem alaranjada, ja que os
sintomas entre as duas ferrugens sédo diferentes o que poderia comprometer a
avaliacdo. Recentemente Klosowski e colaboradores (2013) elaboraram e validaram
uma escala diagramatica para a ferrugem alaranjada, colocando outros valores para
a porcentagem de area afetada. Posteriormente compararam sua eficiéncia com a
escala da ferrugem marrom. O R? obtido foi de 0,91 e auséncia de erros. A quarta
escala sugerida por Sood et al. (2009) foi proposta para avaliar a resisténcia das
canas a P. melanocepha e P. kuehnii, utilizando uma técnica de inoculacdo do
patdgeno nos cartuchos foliares das plantas. Nesta escala os autores consideraram
a quantidade de pustulas esporulantes. No entanto nenhuma das escalas propostas
leva em consideracdo a quantidade e viabilidade de esporos. J& que a doenca é de
ciclo secundario assim a qualidade dos esporos influéncia na direta capacidade da
doenca em causar epidemias. Além disso, outro fator que garante a longevidade da

resisténcia das variedades € a diversidade do patégeno.

3.2 Diversidade do patégeno

A longevidade da resisténcia das variedades esta associada com a
diversidade do patégeno. Estudos demonstraram que a resisténcia a ferrugem
marrom € governada por dois genes de efeito maior, Brul e Bru2. No primeiro
estudo utilizando 141 progénies da cultivar R570, foi encontrada uma segregacao
3:1 (resistente: suscetivel), que é tipico da presenca de monogene, embora muitos
genes menores com efeito quantitativo também tenham sido observados
(DAUGROIS et al., 1996). A presenca desse gene de efeito maior, denominado
Brul, foi posteriormente confirmada empregando-se 658 clones adicionais derivados
da mesma progénie (R570) (ASNAGHI et al., 2004).



No segundo estudo, a existéncia do outro gene de resisténcia (Bru2) a
ferrugem marrom foi comprovada através do cruzamento entre as cultivares R570
(reconhecida com o gene Brul) e MQ76-53, ambas resistentes a ferrugem marrom,
que deram origem a 166 progénies. Nessas progénies foram passados dois
marcadores AFLP oriundos do Brul. Das progénies, 90 ndo apresentaram o gene de
resisténcia Brul, confirmando a hipotese que havia mais um gene de resisténcia
(RABOIN et al., 2006). Essa hipotese foi confirmada pelo cruzamento de 133
progénies das variedades B63-758 (suscetivel) e MQ76-53 (resistente) que resultou
na segregacao de 1:1 (RABOIN et al., 2006).

Presenca de resisténcia de gene de efeito maior e véarios outros de efeito
menor também foi sugerido para a ferrugem alaranjada em um estudo realizado no
Colorado (PR) para examinar heranca da resisténcia em genotipos brasileiros de
cana-de-acgucar (KLOSOWSKI, 2013).

Portanto, para o sucesso do programa de melhoramento genético das
cultivares de cana-de-acuUcar, informacdes somente da viruléncia e incidéncia do
patdgeno nao sao suficientes. Esses dados precisam ser somados ao conhecimento
sobre variabilidade genética e estrutura populacional do patégeno (POCOVI et al.,
2010). Uma das maneiras de se estudar a diversidade genética de fungos

fitopatogénicos é através de marcadores moleculares.

3.2.1 Marcadores moleculares — microssatélites

Os marcadores moleculares microssatélites ou simple sequence repeat
(SSR) vem sendo muito empregados em estudos de diversidade genética de fungos
fitpatogénicos, pois permitem uma analise mais detalhada a nivel genético e por ndo
sofrer influéncia do ambiente que os marcadores fenotipicos estdo sujeitos.

Os SSR sao sequéncias 1 a 8 bp. repetidas em tandem no DNA. Sé&o
comum e amplamente distribuidos em organismos eucariéticos (RICHARD et al.,
2008). Esse marcador apresenta muitas vantagens sobre os outros marcadores
como, por exemplo, alta especificidade, ndo tem problemas com contaminagao
cruzada, a contaminagao por microrganismos nao alvos é rara (SWEET et al., 2012),
apresenta alto nivel de polimorfismo, facil de ser analisado, portanto permite a
obtencdo de dados de maneira facil e rapida (TARAMINO et al., 1996).

Esse marcador vem sendo amplamente utilizado em estudos para verificar a

estrutura populacional, variacdes genéticas dentro e entre populacdes e analisar a
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dindmica populacional (MILGROOM; PEEVER, 2003). Um estudo empregando esse
marcador em isolados de P. melanocephala detectou baixa variabilidade genética,
onde a média da distancia genética encontrada entre os isolados foi de somente
0.12 (PEIXOTO-JUNIOR, et al, 2014). Outro marcador utilizado em P.
melanocephala foi o amplified fragment length polymorphism (AFLP) que encontrou
alta porcentagem de loci polimérficos e 95% de variabilidade genética dentro das
populacdes (POCOVI et al., 2010).

Em P. kuehnii foram comparadas regides do espaco intergénico, uma porgéao
da subunidade grande e espaco interno transcrito, e foram encontradas variacoes
dentro dessas regibes, ou seja, também foi encontrada diversidade (BRAITHWAITE
et al., 2009).

Em termos préaticos, uma das informagbes mais importantes que o0s
marcadores microssatélites podem dar é se a maior diversidade genética encontrada
por ele vai refletir numa viruléncia mais ampla do patdgeno, ou seja, atacar mais
variedades. Este tipo de estudo ainda nao foi abordado em Puccinias da cana-de-

acucar, no entanto esse assunto ja foi investigado em outros patossistemas.

3.2.2 Correlacéo direta entre diversidade genética e fendtipos virulentos

Trabalhos que encontraram correlacdo direta entre a diversidade genética e
fenotipica foram relatados com a ferrugem do trigo causada por Puccinia triticina. Na
Africa do Sul isolados que apresentaram 70% de diversidade genética foram de uma
nova raca (TEREFE et al., 2014). Na Asia Central e no Caucaso houve
correspondéncia direta entre os genétipos SSR e fendtipos virulentos em nivel de
populacdo e entre isolados individuais (KOLMER; ORDONEZ, 2007). Na Europa
foram verificados 8 grupos genotipicos e 8 fenotipicos, assim havendo significante
associagao entre o genotipico e o fenotipico (KOLMER et al., 2012). Na Franca duas
populacdes de isolados foram separadas de acordo com 0s genaotipos e os patétipos
(GOYEAU et al., 2007). No Canada um estudo empregando isolados de Puccinia
recondita f. sp. tritici foi encontrado uma relagéo entre a viruléncia e o polimorfismo
molecular (KOLMER et al., 1994).

Na pratica a importéncia de encontrar correlagéo direta entre a diversidade
genotipica e fenotipica implica na reducdo do nimero de isolados para realizar os
ensaios fenotipicos, ou seja, testar a resisténcia das cultivares, pois seria escolhido

um isolado representante de cada linhagem genotipica para os ensaios fenotipicos.
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Além disso, se uma nova raga fosse introduzida poderia rapidamente ser detectada
através de seu gendétipo. Assim se a cultivar antes de ser liberada for testada contra
toda a diversidade do patégeno a durabilidade da resisténcia da variedade sera
maior. Por outro lado, as desvantagens de utilizar somente ensaios fenotipicos sao:
idade e condi¢cdes do hospedeiro, qualidade do indculo, influéncias do meio
ambiente e o mais dificil é encontrar um conjunto de variedades que consiga

distinguir todas as racas presentes (LEVY et al., 1993).
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CAPITULO 1: DIVERSIDADE GENETICA E FENOTIPICA DOS PATOGENOS
CAUSADORES DAS FERRUGENS EM CANA-DE-ACUCAR

1. Resumo

O mais eficiente método de controle das ferrugens é o uso de variedades resistentes
e a longevidade da resisténcia das variedades depende da diversidade do patégeno,
porque quanto maior a diversidade genética maior € a chance de ocorrer fenotipos
virulentos. Se a correlagdo entre diversidade genética e viruléncia for positiva os
ensaios fenotipicos nos programas de melhoramento genético poderiam ser
drasticamente diminuidos, porque um isolado de cada linhagem genética poderia ser
escolhido. Além disso, se uma nova raca fosse introduzida poderia rapidamente ser
detectada através de seu genoétipo e conseqiuentemente, a durabilidade da
resisténcia seria maior. Os objetivos desse trabalho foram: (i-) examinar a
diversidade genética e fenotipica de P. kuehnii e P. melanocephala; (ii-) examinar se
existe correlacdo direta entre diversidade genética e fenotipica dos patdgenos
causadores das ferrugens marrom e alaranjada. Para tanto uma colecdo de 31
isolados de P. melanocephala e 39 de P. kuehnii foram empregadas para
genotipagem por 10 marcadores microssatélites. A diversidade genética foi
verificada através da analise de grupamento UPGMA e pelo PCoA. A diversidade
fenotipica foi investigada pela porcentagem de éarea afetada e reacles
incompativeis/compativeis entre o patégeno e o hospedeiro. Os resultados do
presente trabalho mostraram que o agrupamento das populacbes pelo UPGMA
foram similar ao do PCoA tanto para P.kuehnii quanto para P. melanocephala. Trés
racas foram detectadas em P. kuehnii, enquanto em P. melanocephala duas.
Correlacéo direta entre diversidade genética e viruléncia fenotipica foi encontrada

somente em P. kuehnii.

Palavras-chave: Puccinia melanocephala, Puccinia kuehnii, Marcadores

Microssatélites, Viruléncia
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2. Introducao

O método de controle mais eficiente e empregado para controlar ferrugem é
a substituicdo de variedades suscetiveis por resistentes (TOKESHI; RAGO, 2005) e
a longevidade da resisténcia das variedades depende da diversidade do patégeno.
Alguns estudos j& demonstraram que a resisténcia a P. melanocephala é governada
por dois genes de efeito maior (DAUGROIS et al., 1996; ASNAGHI et al., 2004,
RABOIN et al.,, 2006). Portanto para um programa de melhoramento genético é
fundamental conhecer a diversidade do patégeno, tanto genética quanto fenotipica,
porque quanto maior a diversidade genotipica em uma populacdo maior é a chance
de ocorrerem gendtipos virulentos (CUBERO SALMERON, 2003 apud POCOVI et
al., 2010). Se houver correlacdo entre diversidade genética e fendétipos virulentos
somente com base nos dados genotipicos o nimero de isolados para testar a
resisténcia das variedades seria extremamente reduzido, pois seria escolhido
somente um representante de cada linhagem genética e, além disso, se uma nova
raca fosse introduzida poderia rapidamente ser detectada através de seu gendétipo.
Porque os ensaios fenotipicos tém alguns problemas como a idade e condi¢cbes do
hospedeiro, qualidade do in6culo, sofre influéncias do meio ambiente, sendo que o
mais dificil € encontrar um conjunto de variedades que consiga distinguir todas as
racas presentes (LEVY et al., 1993). A durabilidade da resisténcia da variedade
poderia ser maior, se antes da cultivar ser liberada sua resisténcia fosse testada
contra todas as racas do patégeno. Portanto os objetivos deste capitulo foram: (i)
examinar a diversidade genética de P. kuehnii e P. melanocephala; (ii) examinar a
diversidade fenotipica de P. kuehnii e P. melanocephala; (iii) examinar se existe a
correlacdo direta entre a diversidade genotipica e fenotipica de P. melanocephala e

P. kuehnii no Brasil.
3. Materiais e Métodos
3.1 Isolados de P. melanocephala e P. kuehnii

Folhas de cana-de-acucar apresentando sintomas das ferrugens, marrom e
alaranjada foram coletadas conforme descrito na Tabela 1 e armazenadas em
freezer -20°C para posterior extracdo de DNA.

A diferenciacdo das duas ferrugens foi feita pela morfologia dos

urediniésporos no microscopio oOtico, pelo aumento de 400 vezes. P. kuehnii
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apresentou urediniésporos alaranjados, elipsoidais, com espinhos a sua volta e a
parede apical espessa (Figura 1) conforme descrito por Comstock et al., (2008). Ja a
ferrugem marrom apresentou uredinidsporos marrons e sem espessamento da

parede apical (Figura 2), conforme descrito por Purdy et al., (1983)

Figura 2. Esporos de

Figura 1. Esporos de

Puccinia kuehnii Puccinia melanocephala

Tabela 1. Identificagdo e detalhes dos isolados utilizados de Puccinia melanocephala

e Puccinia kuehnii

Variedade de cana-de- Ano da
Identificacdo do isolado aclcar de origem coleta Local
SCPM 01-01 RB835486 2014 Araras/SP
SCPM 02-01 N&o informado 2014 Araras/SP
SCPM 01-03 RB925345 2014 Araras/SP
SCPM 01-04 RB833160 2014 Araras/SP
SCPM 01-05 RB83102 2014 Araras/SP
SCPM 01-06 RB865214 2014 Araras/SP
SCPM 01-07 RB815521 2014 Araras/SP
SCPM 01-08 CB3625 2014 Araras/SP
SCPM 01-09 CB45155 2014 Araras/SP
SCPM 01-10 SP70-1078 2014 Araras/SP
SCPM 01-11 SP79-2312 2014 Araras/SP
SCPM 01-12 SP79-2313 2014 Araras/SP
SCPM 01-13 SP70-1143 2014 Araras/SP
SCPM 01-14 SP71-799 2014 Araras/SP
SCPM 01-15 SP70-1423 2014 Araras/SP
SCPM 01-18 SP70-1284 2014 Araras/SP
SCPM 01-19 IAC51205 2014 Araras/SP
SCPM 01-20 C0270 2014 Araras/SP



SCPM 01-22
SCPM 01-23
SCPM 01-24
SCPM 01-25
SCPM 01-27
SCPM 01-28
SCPM 03-01
SCPM 01-31
SCPM 01-32
SCPM_01-33

SCPK 01-13
SCPK 01-14
SCPK 01-15
SCPK 01-16
SCPK 01-17
SCPK 01-18
SCPK 01-19
SCPK 01-20
SCPK 02-03
SCPK 02-04
SCPK 07-01
SCPK 08-01
SCPK 08-02
SCPK 09-01
SCPK 10-01
SCPK 11-01
SCPK 11-02
SCPK 12-01
SCPK 13-01
SCPK 13-02
SCPK 14-01
SCPK 15-01
SCPK 16-01
SCPK 17-02
SCPK 17-03
SCPK 18-01
SCPK 01-27
SCPK 01-32
SCPK 01-33
SCPK 01-29
SCPK 01-30
SCPK 01-25
SCPK 01-26
SCPK 01-31

Q165 2014
F761762 2014
Cinca77316 2014
D625 2014
S277 2014
RB835486 2014
CTCo04 2014
SP70-1078 2015
IAC51205 2015
e SP70-1143 - _____ 2015.__
RB72454 2014
SP89-1115 2014
RB855511 2014
RB855548 2014
RB845197 2014
RB995271 2014
RB995152 2014
404 (SP801816 x RB855206) 2014
SP81-3250 2014
SP81-3250 2014
SP81-3250 2014
SP81-3250 2014
SP81-3250 2014
SP81-3250 2014
CTC20 2014
CTC15 2014
CTC15 2014
SP84-2025 2014
SP81-3250 2014
SP81-3250 2014
SP81-3250 2014
SP81-3250 2014
CTC15 2014
RB055508 2014
RB055645 2014
SP81-3250 2014
SP86-155 2014
C0285 2014
MZ151 2014
C0285 2015
SP70-1005 2015
SP89-1115 2015
SP81-3250 2015
SP89-11115 2016

Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP

Leme/SP
Araras/SP
Araras/SP

_____ Araras/SP___

Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Pradépolis/SP
Pradépolis/SP
Orindiuva/SP
Sertdozinho/SP
Sertdozinho/SP
Descalvado/SP
Descalvado/SP
Descalvado/SP
Descalvado/SP
Descalvado/SP
Descalvado/SP
Descalvado/SP
Descalvado/SP
Macatuba/SP
Leme/SP
N.E./SPY
N.E./SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP
Araras/SP

20

Y Nova Europa
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3.2 Extracdo de DNA de P. melanocephala e P. kuehnii

Os DNAs totais foram extraidos de 31 isolados de P. melanocephala e de 39
de P. kuehnii, baseando-se no protocolo de Murray & Thompson (1980). Folhas de
cana-de-acucar, com pustulas de P. melanocephala e P. kuehnii foram picadas com
laminas de metal e colocadas em microtubos de 2 mL até atingir 1 mL. Apos
acondicionamento do material em tubo foi adicionado 1.400 microlitros (uL) de
tampao de extracao, (0.7M NaCl, 1% CTAB, 50mM Tris-HCI (pH 8.0), 10mM EDTA e
1% 2-mercaptoetanol) e as amostras foram levadas para o banho maria por 2 horas
a 65°C. Apods, esse periodo as amostras foram centrifugadas a 5939g x 5 minutos
em temperatura ambiente. Retirou-se 800 puL da suspensdo de cada amostra e
transferiu-se para microtubo de 1,5 mL. Em seguida, adicionou-se volume igual de
cloroférmio/etanol (24:1), e homogeneizou por 2 minutos. Depois as amostras foram
centrifugadas a 15203g x 5 minutos em temperatura ambiente. Retirou-se 600 pL do
sobrenadante, e transferiu-se para microtubo de 1,5 mL, e adicionou-se 420 pL de
isopropanol. Apés o periodo, as amostras foram colocadas no freezer por 1 hora.
Depois as amostras foram centrifugadas a 15203g x 20 minutos a 4°C. Retirou-se a
solucdo para visualizacdo do pellet e adicionou-se 1 mL de alcool 70%.
Posteriormente centrifugou-se a 15203g x 10 minutos a 4°C. A seguir o alcool foi
retirado e o microtubo com DNA foi colocado em Speed Vacum por 3 minutos para
secar. Na etapa final o DNA foi dissolvido em 50 pL de agua destilada deionizada

autoclavada e homogeneizado para uso posterior.
3.3 Amplificacdo por PCR

Os DNAs foram amplificados com um volume final de 10 pl, diluidos em
agua deionizada autoclavada, que consistiu 10 mM Tris-HCL pH 8.8, 50 mM KCL,
2.0 mM MgCl,, 1uM de cada primer, 200uM dNTPs, 0.5 unidade de Tagq DNA
polimerase e 2 uL de DNA gendmico. Para a amplificacao utilizou-se o termociclador
Bio-Rad C1000 programado para um prée-PCR: 95°C por 3 minutos, 95°C por 1
minuto, para desnaturacdo e 60°C por 1 minuto para hibridizacdo dos primers e 26
ciclos de desnaturacéo a 95°C por 30 segundos, hibridizagéo dos primers a 60°C por
30 segundos, extensao a 68°C por 30 segundos, e 68°C por 4 minutos (TECHEN et
al., 2010). Para a eletroforese foi utilizado todo o produto da PCR e adicionados 3 pl

de tampé&o de carregamento; estas amostras foram pipetadas em gel agarose 3%,
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diluido em 0,5X TBE, em cuba de 35,5 x 20 x 9 cm, pente de 1,5 mm de espessura,
em gel de 12 x 16 cm. A eletroforese teve duracdo de 3 horas a 100 V e 160 mA.
Para a avaliacdo o gel foi corado em brometo de etideo e visualizado em
transluminador de luz ultravioleta. DNA ladder de 100bp (MBI Fermentas, Amherst,
NY, USA) foi usado para estimar o tamanho do alelo. Os fragmentos amplificados
foram de 100 a 200 bp. As sequéncias dos primers ndo foram descritas nesse

trabalho, porque elas ndo foram publicadas ainda.
3.4 Ajuste no PCR para P. melanocephala

Para que os primers de P. kuehnii pudessem ser empregados na analise
genética de P. melanocephala foi necessério realizar um ajuste na temperatura de
hibridizacdo para cada um dos primers utilizados, pois com a temperatura original de
60°C, nao foi possivel amplificar os produtos. As temperaturas modificadas estéo
descritas na tabela 2. Apos a modificacdo da temperatura de hibridizacdo, o
desempenho dos primers foi avaliado pela presenca de fragmentos visualizados em
forma de bandas e pelos parametros: contetdo de informacdes polimorficas (PIC),
poder discriminatorio (PD) e heterozigosidade (He) (NAGY et al., 2012).

O PIC indica a qualidade do marcador, medindo o quanto os primers séo
informativos. O poder discriminatério mede a capacidade dos primers de diferenciar
os individuos. A heterozigosidade é a probabilidade de um individuo ser heterozigoto
no loco marcador na populacdo (MCMANUS et al., 2011).

Para P. kuehnii ndo foi necessario fazer ajustes para a amplificacdo dos
DNAs.

Tabela 2. Temperaturas de hibridizagcéo ajustadas para

amplificacdo dos DNAs de Puccinia melanocephala

Primers Temperatura de hibridizacéo °C
RST 13, 16 e 20 52
RST 28 e 37 48,8
RST 108 51
RST 132 e 382 50

RST 221 57.4
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3.5 Analise dos dados

A partir dos géis gerados pela amplificacdo dos SSR foi construida uma
matriz binaria atribuindo-se nota 0 para a auséncia de bandas e 1 para a presenca
de bandas. Depois feita uma anélise de grupamento UPGMA através do software
NTSYSpc v.2.2 (Exeter Software, New York). O Nivel de confianca do dendrograma
foi medido pelo bootstrap com 1.000 repeticdes (FELSESTEIN, 1985; EFRON et al,
1996), usando o WINBOOT (YAP; NELSON, 1996). Para obter uma representacao
adicional das relacdes genéticas entre os isolados, e maior seguranca nos dados
apresentados pelo UPGMA foi realizado mais uma analise genética, o PCoA
(principal coordinate analysis), a partir de uma matriz binaria utilizando o programa
GenAlex 6.501 (PEAKALL; SMOUSE 2006,2012).

3.6 Cultivares utilizadas para inoculagao

As gemas individuais das cultivares de cana-de-acucar RB835486,
RB72454, RB935744, RB92579, RB867515 e RB825336 foram colocadas em copos
plasticos de 250 mL com substrato, regadas, pulverizadas com uréia a 1% a cada 20
dias, para ndo amarelar e mantidas em casa de vegetacao até emergirem de 3 a 4
folhas para serem inoculadas.

Para a inoculacdo da ferrugem marrom foi utilizado um conjunto com seis
variedades (RB835486, RB72454, RB935744, RB92579, RB867515 e RB825336).
Para a ferrugem alaranjada foi utilizado um conjunto com quatro variedades
(RB935744, RB867515, RB92579, RB72454). As variedades foram escolhidas com
base nos dados do trabalho Urashima et al., 2014, realizado anteriormente que
verificou que ndo era necessario utilizar 8 variedades, porque as quatro eram as

diferenciadoras de racas.
3.7 Preparacéo do inoculo e inoculagao

De cada variedade (C0O285, SP70-1005, SP89-1115 e SP81-3250) foi
retirado um isolado de P. kuehnii, e das variedades (SP70-1078, IAC 51205 e SP70-
1043) um isolado de P. melanocephala que foi composto de multiplas pustulas. Os
urediniésporos foram desalojados das pustulas em 25 mL de agua destilada com

auxilio de uma escova e contados em camara de Neubauer.



24

As plantas do item 3.6 foram inoculadas ap6s 30 a 40 dias da germinacgéo
com uma suspensdo de 10° urediniésporos x mL™ total para cada ferrugem (SOOD
et al., 2009) com spray manual. Depois mantidas em camara umida por 18 horas a
23°C dentro de sacos plasticos pretos para a abertura dos estdbmatos das plantas e

consequentemente infeccao dos uredinidsporos.
3.8 Viabilidade dos uredinidsporos

A viabilidade dos esporos foi verificada através do teste de germinagdo com
500 uL da suspensédo de cada indculo espalhada em meio de cultura 4gar-agua e
deixados em temperatura ambiente por 24 horas. Depois a placa foi dividida em
guatro campos, onde foram observados 25 esporos em microscopio 6tico e através
da meédia foi determinada a porcentagem de urediniésporos germinados. Os
urediniosporos utilizados para a inoculacdo apresentaram de 60 a 70% de
viabilidade.

3.9 Delineamento estatistico

O delineamento estatistico utilizado foi em blocos ao acaso, com quatro
repeticbes por variedade, sendo uma planta por repeticao, totalizando 4 plantas. O

ensaio foi realizado uma vez.
3.10 Avaliagao

Para a analise da diversidade fenotipica, a folha mais afetada de cada
repeticdo foi avaliada por dois parametros, apés 21 dias da inoculacdo (Moreira,
2013). No primeiro parametro foi avaliada a capacidade dos isolados em esporular,
reacdo compativel (+), ou ndo esporular reacdo incompativel (-). A partir da
capacidade de esporulacdo de cada isolado foram comparadas as reacodes
diferentes que os isolados produziram no conjunto de variedades de cana-de-
acucar, ou seja, racas fisiolégicas. No segundo parédmetro foi avaliada a
porcentagem de area afetada, pelo Assess 2.0 Image Analysis Software (American

Phytopathological Society) que mede a porcentagem de area lesionada.
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4. Resultados e Discussao
Ajuste PCR e transferibilidade

Com as condi¢Bes utilizadas para os primers de P. kuehnii ndo foi possivel
amplificar os DNAs de P. melanocephala, portanto foi necessério fazer ajustes na
temperatura de hibridizacdo para todos os primers, exceto RST 135, visando
diminuir a especificidade. A temperatura alta ndo gera hibridizacdo satisfatéria do
primer com o0 DNA, assim resultando em baixa quantidade do produto alvo do PCR.

Quando a temperatura de hibridizacdo de 60°C foi diminuida de 59 até 49°C houve a

amplificagéo dos DNAs (Figura 3).

100bp

! | | ! | | |
RST13 RST20 RST28 RST108 RST132 RST 135 RST 221

Figura 3. Produtos amplificados Puccinia melanocephala, ap6s ajuste na temperatura
de hibridizag¢&@o. L — marcador molecular 100bp, Fermentas; 1 a 13 isolados de Puccinia

melanocephala

Dos 10 primers testados, sete tiveram transferibilidade para P.
melanocephala, os outros trés ndo amplificaram ou mostraram fragmentos de baixa
qualidade, portanto ndo foram avaliados. Em todos os primers o nimero de alelos
variou de 0 a 1 e todos foram polimorficos.

A transferibilidade dos primers de P. kuehnii para P. melanocephala permitiu
a avaliacdo do desempenho dos primers por trés parametros: conteudo de
informacéo polimérfica (PIC), poder discriminatorio (PD) e Heterozigosidade (He).

Dos trés parametros, o PIC foi o que apresentou os valores mais baixos em
relacdo aos outros dois, exceto para o primer RST 135. A média do PIC foi de 0,25 e
variacdo de 0,15 a 0,36 (Tabela 3). Os primers RST 13 e 135 foram 0S menos
eficientes com os valores de 0,15 e 0,16, pois esse valor deve ser proximo de 1,
para ter maior capacidade de detectar polimorfismo. Os outros primers variaram de
0,20 a 0,36, mostrando que 80 e 64% dos individuos foram monomaorficos.
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No outro parametro de avaliagdo dos primers, PD, que mede a capacidade
de diferenciar os individuos e quanto mais perto de 1, melhor, a média foi de 0,30,
com variacdo de 0,06 (primer RST 135), a 0,50 (primer RST 132). Essa variacéo
mostrou que o primer RST 135 foi menos eficiente, pois foi quase zero e 0 RST 132
mostrou um bom desempenho, porque conseguiu diferenciar a metade dos
individuos. Os outros primers variaram de 23 a 47%, portanto esses primers nao
conseguiram diferenciar nem a metade da populacéo.

No terceiro parametro de avaliacdo, He, os primers RST 13 e 135 mostraram
0,17, ou seja, He quase nula, indicando que praticamente todos os isolados foram
homozigotos. Os primers RST 132 e 221 tiveram He de 048 e 0,45
respectivamente, portanto conseguiram diferenciar quase a metade dos individuos
em heterozigotos. Os outros primers apresentaram He de 0,22 e 0,34 mostrando
que a maioria dos individuos foram homozigotos.

As qualidades dos produtos da PCR amplificados apds a diminuicdo da
temperatura de hibridizacdo ndo foram boas, e em nenhum dos parametros
avaliadas os primers conseguiram valor maior que 0,5. De acordo com Botstein et
al., 1980, valores proximos de 1,0 sdo os mais desejaveis, superiores a 0,5 séo
considerados muito informativos, entre 0,25 e 0,50 mediamente informativos e
abaixo de 0,25 pouco informativos, portanto nesse caso 0s primers foram
mediamente informativos, exceto o RST 13 e o RST 135 que foram pouco
informativos.

Na literatura existem 16 primers SSR desenvolvidos para P. melanocephala
e somente quatro foram polimérficos, num estudo realizado no Brasil empregando
34 isolados (PEIXOTO-JUNIOR et al., 2014). E importante verificar se os primers
desenvolvidos para P. kuehnii podem ser transferidos para P. melanocephala, pois
existem algumas dificuldades para o desenvolvimento de marcadores
microssatélites, como necessidade de ter conhecimento do genoma, alto custo e
demanda de tempo (ZUCCHI et al., 2003). Além disso, ha trabalhos mostrando que
€ possivel a transferibilidade de primers SSR. Conforme ocorreu com 21 primers
EST-SSR desenvolvidos para a ferrugem da folha do trigo (P. triticina) em que oito
tiveram transferibilidade para Puccinia coronata e Puccinia graminis (WANG et al.,
2010). Em outro trabalho dos trinta e dois pares de primers EST-SSR

desenvolvimentos para P. graminis f. sp. tritici nove amplificaram P. triticina, nove
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amplificaram 8 racas de P. hordei, e sete amplificaram o isolado de P. coronata f. sp.
hordei (ZHONG et al., 2009).

Tabela 3. Primers transferidos de Puccinia kuehnii para Puccinia melanocephala com os
parametros avaliados heterozigosidade (He), conteddo de informacédo polimérfica (PIC) e
poder discriminatorio (PD)

Nome do primer He PIC PD
RST 13 0,17 0,15 0,18
RST 20 0,34 0,28 0,36
RST 28 0,22 0,20 0,23
RST 108 0,34 0,28 0,36
RST 132 0,48 0,36 0,50
RST 221 0,45 0,35 0,47
RST 135 0,17 0,16 0,06

Andlise da diversidade genética de P. kuehnii

Os dados gerados pelos diferentes primers foram transformados em matriz
binaria e gerado um grupamento UPGMA (Figura 4) para melhor visualizacdo da

diversidade genética de P. kuehnii.
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A analise do UPGMA de P. kuehnii mostrou duas populagdes com 19% de
similaridade genética entre elas, portanto a diversidade genética das populacdes foi
de 81%. A populacéo, 1 foi composta por trés isolados SCPK 01-29, SCPK 01-29v.1
e SCPK 01-31 da mesma localidade, mas de diferentes variedades e anos de coleta.
Os isolados denominados como versdo 1 (v.1), SCPK 01-25v.1, SCPK 01-26v.1,
SCPK 01-29v.1 e SCPK 01-30v.1 foram reisolados dos sintomas da doenca, apos a
inoculacdo. Através da analise de UPGMA foi verificado que os isolados, verséo 1,
apresentaram o mesmo perfil genético do isolado inoculado, ou seja, o isolado
inoculado foi o0 mesmo que causou doenca e, portanto, o experimento ndo foi
contaminado. Esse cuidado foi tomado, porque esporos da ferrugem alaranjada séo
facilmente disseminados pelo vento e poderiam contaminar todo o ensaio.

Dentro da populacdo 1 houve duas subpopulacées com diversidade de 50%
entre os isolados SCPK 01-29, SCPK 01-29v.1 e SCPK 01-31. J& a populagéo 2 foi
constituida por 36 isolados de diferentes cidades, cultivares e anos de coleta. Nessa
populacao foi encontrada trés subpopulacfes diversas. A primeira teve somente 1
isolado SCPK 01-30 que se diferenciou da segunda, com dois isolados, SCPK 02-03
e SCPK 02-04, com 40% e essas duas populacdes se distinguiram da terceira por
20%.

Variabilidade genética também foi encontrada em P. kuehnii num estudo que
comparou intergenic spacer (IGS) de oito isolados da Australia com uma colecéo de
individuos da Indonésia, Papua Nova Guiné e China onde foi encontrada maior
diversidade de nucleotideos entre os isolados da colecdo do que da Australia
(BRAITHWAITE et al., 2009). Esse resultado ja era esperado, porque os isolados
da colecdo sdo do centro de origem da cana-de-acucar onde a diversidade do
patdogeno € maior. Na populacdo 2 houve quatro grupos de clones genéticos que
foram compostos por isolados de diferentes cultivares, cidades, e época de coletada.

O interessante € a observacdo dos isolados com mesmo perfil genético de
diferentes anos de coleta, porque esse fungo é biotréfico, ou seja, ele precisa do
hospedeiro vivo para sobreviver. Um dos fatos que pode explicar essa observagéo é
que ha variedades de cana-de-agucar com diferentes fases de maturacdo precoce,
meédia e tardia, ou seja, temos plantas no campo o ano todo com folhas verdes
proporcionando a perpetuacdo dos urediniosporos de um ano para outro.

A identificacdo de clones genéticos de cidades com 250 km de distancia

prova o quao € eficiente a disseminacao de esporos de ferrugem pelo vento. Outro
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fato que reforca a eficacia da disseminacao foi a entrada da ferrugem alaranjada nas
Américas em 2007, pela Flérida, depois para o México, Guatemala, El Salvador,
Nicaragua, Panama, Colémbia e no Brasil em 2009. Um trabalho que comprova que
o isolado da Flérida foi disseminado para as Américas comparou as regifes ITS 1 e
ITS 2 dos isolados encontrados na Florida até o Brasil e verificou 100% de
similaridade entre eles (MISTURA et al., 2015).

O PCoA (Figura 5) revelou um agrupamento de nove populacdes, a primeira
foi constituida de dois isolados (SCPK 01-29 e SCPK 01-29v.1); a segunda de um
(SCPK 01-31); a terceira de dois (SCPK 01-30 e SCPK 01-30v.1); a quarta de dois
(SCPK 02-03 e SCPK 02-04); a quinta de um (SCPK 01-27); a sexta de um (SCPK
01-18); a sétima de um (SCPK 17-02); a oitava de trés (SCPK 01-15; SCPK 01-16,
SCPK 08-01); a nona de 25 (SCPK 01-13, SCPK 01-14, SCPK 01-17, SCPK 01-19,
SCPK 01-20, SCPK 01-25, SCPK 01-25v.1, SCPK 01-26, SCPK 01-26v.1, SCPK 01-
32, SCPK 01-33, SCPK 01-34, SCPK 07-01, SCPK 08-02, SCPK 09-01, SCPK 10-
01, SCPK 11-01, SCPK 11-02, SCPK 12-01, SCPK 13-01, SCPK 13-02, SCPK 14-
01, SCPK 16-01, SCPK 17-03, SCPK 18-01). As trés coordenadas explicaram uma
variacdo de 90.43%. A primeira e segunda coordenadas explicaram 80,74% (69,21%
para a primeira e 11,53% para a segunda coordenada). As populacdes do PCoA
(Figura 5) foram similares ao do UPGMA (Figura 4) que estao representadas pelos
nameros ardbicos. O total de variacdo genética, 90,43% indica o quanto a analise é
confiavel e que as 9 populacbes sdo verdadeiramente diferentes. Embora o
bootstrap da analise de UPGMA tenha apresentado alguns valores baixos, o PCoA
confirmou o mesmo numero de populacdes constituidos dos mesmos isolados,

assim dando seguranca aos dados obtidos pelo UPGMA.
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Figura 5. Andlise de coordenadas principais (PCoA) para Puccinia kuehnii; 1 a 9
populagbes de P. kuehnii

Andlise fenotipica da ferrugem alaranjada

A porcentagem de area afetada para P. kuehnii variou de 0,00 a 8,15%
(Tabela 4), dependendo da resisténcia da cultivar inoculada, como pode ser visto na
RB867515 e na RB72454 com o isolado SCPK 01-25. Além desse extremo, numa
mesma variedade (RB867515) foi observada imunidade ao isolado SCPK 01-25,
pois a variedade ndo apresentou nenhum sintoma (0,0%), entretanto quando essa
mesma cultivar foi inoculada com os outros dois isolados SCPK 01-29 e SCPK 01-30
a porcentagem de area lesionada foi de 1,30 e 2,22% respectivamente. Fato
semelhante ocorreu com a RB935744 quando essa variedade foi inoculada com o
isolado SCPK 01-25 a porcentagem de area afetada foi de 0,02% e com o isolado
SCPK 01-29 a porcentagem de area lesionada subiu para 5,66%. Na variedade
RB72454 a porcentagem de area lesionada foi de 1% com o isolado SCPK 01-26,
com o in6culo SCPK 01-25 a érea afetada foi de 8,15%.

A variedade RB72454 foi a que apresentou maior porcentagem de area
lesionada a todos os isolados (8,15; 5,77 e 6,91%), exceto ao SCPK 01-26 (1,00%).
J4 as variedades RB935744, RB867515 e RB92579 foram as que mostraram a
menor porcentagem de area afetada com o isolado SCPK 01-25 (0,02; 0,00 e
0,10%).
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Situacdo em que diferentes variedades apresentaram praticamente a mesma
porcentagem de area afetada também aconteceu com o isolado SCPK 01-29 que foi
capaz de causar 5,77% na RB72454 e 5,66% na RB935744.

No outro parametro de avaliacdo pela capacidade de esporulacéo, ou seja,
interacdo compativel (+) e incompativel (-), ndo houve nenhuma cultivar resistente a
todos os isolados, no entanto a RB935744 foi a mais resistente, visto que soO foi
suscetivel ao isolado SCPM 01-29.

A cultivar RB92579 mostrou o0 mesmo padréo de reacdo que a RB72454,
sendo as duas variedades compativeis a todos os isolados. As cultivares RB935744
e a RB867515 quando comparadas entre si possuiram reacdes diferentes aos
isolados, portanto essas duas variedades podem ter genes de resisténcia vertical
diferentes.

As variedades RB867515 e a RB935744 foram as diferenciadoras no
conjunto de variedades testadas. Os isolados SCPK 01-29 e 01-30 causaram reacao
compativel na RB867515 e o isolado SCPK 01-29 causou reacdo compativel
somente na RB935744.

Os quatro isolados de P. kuehnii foram capazes de produzir trés padrdes de
viruléncia nas variedades diferenciadoras (Tabela 4). A primeira reacdo encontrada
foi com o isolado SCPK 01-29 que foi capaz de causar lesbes esporulantes ou
relacdo compativel em todas as variedades. Ja o isolado SCPK 01-30 quando
comparado com o isolado SCPK 01-29 causou a segunda reacdo, pois nao
esporulou na variedade RB935744. Os outros dois isolados SCPK 01-25 e SCPK
01-26 quando comparados com os isolados citados acima, produziram a terceira
reacao incompativel na variedade RB867515, portanto por esse parametro foram
identificadas trés racas fisiologicas em P. kuehnii.

Quando a avaliacao foi feita utilizando os dois parametros, porcentagem de
area afetada em conjunto com a reacdo compativel ou incompativel a mesma raca
foi identificada entre os isolados SCPK 01-25 e SCPK 01-26, mas apresentaram
agressividades diferentes. Um causou 8,15% de area lesionada e o outro 1,00 % na
RB72454.

Algumas incongruéncias foram verificadas quando a avaliacéo foi conjunta,
por exemplo, maior porcentagem de area lesionada nao significa que a reacao seja
compativel, como ocorreu com o isolado SCPK 01-30, que causou maior

porcentagem de area lesionada, 3,83 %, na variedade RB935744 e menor, 2,22 %,
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na RB867515. No entanto, a capacidade de esporulagdo na RB935744 foi

incompativel (-) e na RB867515 foi compativel (+), portanto a reacdo do patégeno foi

diferente para as duas variedades, pois estas tém resisténcias diferentes.

Tabela 4. Padréo de viruléncia de Puccinia kuehnii no conjunto de variedades de
cana-de-acucar, medido pela porcentagem de area afetada e capacidade de

esporulacao

Cultivar inoculada

Identificacdo

do patégeno RB935744 RB867515 RB92579 RB72454
SCPK 01-25 0,02 (-) 0,00 (-) 0,10 (+) 8,15 (+)
SCPK 01-26 0,13 () 0,01 (-) 0,54 (+) 1,00 (+)
SCPK 01-29 5,66 (+) 1,30 (+) 0,66 (+) 5,77 (+)
SCPK 01-30 3,83 () 2,22 (+) 1,37 (+) 6,91 (+)

Andlise da diversidade genética de P. melanocephala

Para P. melanocephala também foi construido um grupamento UPGMA para

melhor visualizacdo da diversidade genética (Figura 6).
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A analise do UPGMA de P. melanocephala revelou também duas
populacdes geneticamente distintas com 74% de diversidade entre elas, dentro de
um mesmo campo (Figura 6). A primeira populacéo foi constituida de 18 individuos e
a segunda por 13. Os isolados das duas populagdes foram de diferentes variedades
e época de coleta e do mesmo talhdo, exceto o isolado SCPM 03-01 que é da
cidade de Leme. Dentro da populacdo 1 foram encontradas duas subpopulacdes
com 50% de diversidade e na segunda populacédo também duas subpopulacdes com
59,75% de variabilidade.

Resultado semelhante foi observado na Argentina entre nove populagdes de
P. melanocephala com 95% de variagdo dentro delas (POCOVI et al.,, 2010). Em
contraste em um estudo realizado no Brasil com 34 isolados de P. melanocephala
de quatro estados brasileiros foi encontrada baixa variabilidade genética entre os
isolados e a maior distancia genética foi de 0.31 (PEIXOTO-JUNIOR et al., 2014).
Duas hipoteses podem explicar porque a diversidade dos isolados de P.
melanocephala foi um pouco mais baixa que a de P. kuehnii. A primeira é que
praticamente todos os isolados de ferrugem marrom foram coletados de Unico
talhdo. A segunda pode ser porque ha relatos de P. melanocephala causando
doenca em cana ha muito tempo, ou seja, o periodo de convivéncia pode ter
contribuido para a co-evolucéo do patégeno.

Dentro da populacdo 1 houve dois grupos de clones. O primeiro foi
constituido de isolados de diferentes cultivares e época de coleta. O segundo grupo
com isolados de diferentes variedades e cidades. Ja a populagdo 2 teve trés grupos
de clones, duas com diferentes cultivares, e a outra com diferentes variedades e
época de coleta. Os isolados clones foram de épocas diferentes assim como ocorreu
também em P. kuehnii.

Apbs a inoculacdo os DNAs dos isolados denominados de versao 1, SCPM
01-31 v.1, SCPM 01-32 v.1 e SCPM 01-33 v.1 foram extraidos e amplificados para
verificar se tinha o mesmo perfil genético dos isolados que foram inoculados. Este
ensaio foi realizado porque os esporos de ferrugem séo facilmente dispersos pelo
vento e poderiam contaminar o experimento.

O PCoA (Figura 7) revelou um agrupamento de 10 populagdes, a primeira foi
constituida de trés isolados (SCPM 01-28, SCPM 01-31 e SCPM 01-31v.1); a
segunda de um (SCPM 01-14); a terceira de 13 (SCPM 01-04, SCPM 01-05, SCPM
01-06, SCPM 01-07, SCPM 01-11, SCPM 01-12, SCPM 01-13, SCPM 01-19, SCPM
01-20, SCPM 01-23, SCPM 01-27, 02-01 e SCPM 03-01); a quarta de trés (SCPM
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01-15, SCPM 01-32 e SCPM 01-32v.1); a quinta de dois (SCPM 01-33 e SCPM 01-
33v.1); a sexta de um (SCPM 01-25); a sétima de um (SCPM 01-22); a oitava de trés
(SCPM 01-08, SCPM 01-09 e SCPM 01-18); e a nona de dois (SCPM 01-03 e SCPM
01-24) e a décima de um (SCPM 01-01). As trés coordenadas do PCoA explicaram
uma variagao de 87,13%. A primeira e segunda coordenadas explicaram 78,6%
(59,63% para a primeira e 18,97% para a segunda coordenada). O total de variacao
genética, 87,13% indica o quanto a analise é confiavel e que as 9 populacdes sao
verdadeiramente diferentes. Embora o bootstrap da andlise de UPGMA tenha
apresentado alguns valores baixos, o PCoA confirmou o mesmo numero de
populacdes constituidos dos mesmos isolados, assim dando seguranca aos dados
obtidos pelo UPGMA.
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Figura 7. Analise de coordenadas principais (PCoA) para Puccinia melanocephala;
1 a 10 populactes de P. melanocephala

Andlise fenotipica da ferrugem marrom

Para P. melanocephala, a porcentagem de area afetada variou de 0,00 a
7,21% dependendo do isolado utilizado e da resisténcia das variedades, como
ocorreu com RB92579 e isolado SCPM 01-32 e com RB835486 e isolado SCPM 01-
31 respectivamente.

A variedade RB92579 foi imune ao isolado SCPM 01-32, porque apresentou

0,00% de éarea afetada, entretanto quando essa mesma cultivar foi inoculada com os
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isolados SCPM 01-31 e SCPM 01-33 as areas lesionadas foram de 0,15 e 0,28%. A
RB835486 com o indculo SCPM 01-32 a porcentagem de area foi de 0,86%, ja com
o isolado SCPM 01-31 aumentou para 7,81%.

Para todas as variedades o isolado SCPM 01-32 foi o que causou menor
porcentagem de area afetada, o SCPM 01-33 o intermediario, exceto na variedade
RB92579 e o SCPM 01-31 a maior porcentagem de area afetada. O isolado SCPM
01-31 foi 0 mais agressivo e o SCPM 01-32 0 menos nas variedades RB835486 e
RB825336.

Com a avaliagdo de reagdo compativel e incompativel as variedades
RB72454, RB935744 e RB867515 foram consideradas resistentes e as RB835486 e
RB825336 as suscetiveis a todos os isolados, ja a cultivar RB92579 foi suscetivel
somente ao isolado SCPM 01-33 e, portanto, a diferenciadora.

Em P. melanocephala foram identificadas duas racas fisioldgicas (Tabela 5).
A primeira com os isolados SCPM 01-31 e SCPM 01-32 que apresentaram as
mesmas rea¢des ao conjunto de variedades e a segunda raca com o isolado SCPM
01-33, porque este quando comparado com 0s outros dois isolados produziu uma

reacdo compativel na cultivar RB92579.

Tabela 5. Padrdo de viruléncia de Puccinia melanocephala no conjunto de variedades de
cana-de-acUcar, medido pela porcentagem de area afetada e capacidade de esporulacao

Cultivar inoculada

Identificacdo

do patbgeno RB835486 RB72454 RB935744 RB92579 RB867515 RB825336
SCPM 01-31 7.21 (+) 1.48 () 1.55(-) 0.15(-) 0.87 (-) 6.42 (+)
SCPM 01-32 0.86 (+) 0.09 (-) 0.06 (-) 0.00 () 0.03 (-) 1.44 (+)
SCPM 01-33 2.00 (+) 0.39 (1) 0.55 () 0.28 (+) 0.08 () 2.78 (+)

Algumas incongruéncias também foram verificadas quando a avaliacéao foi
conjunta, para P. melanocephala, por exemplo, maior porcentagem de area
lesionada nao significou que a reacdo foi compativel, como ocorreu com o isolado
SCPM 01-33 que causou maior porcentagem de area lesionada, 0,55%, na
variedade RB935744 e menor, 0,28%, na RB92579. No entanto a capacidade de
esporulagdo na RB935744 foi incompativel (-) e na RB92579 foi compativel (+),
portanto a reacdo do patodgeno foi diferente para as duas variedades, indicando que
estas tém resisténcias diferentes. A mesma porcentagem de area afetada também

produziu reacdes diferentes (Figura 8).
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Figura 8. Diferentes cultivares
com valores de porcentagem de
area lesionada iguais, mas com
diferentes reacoes.

Um dos fatos que pode evidenciar a ndo existéncia de correlacdo entre
tamanho da area afetada e a compatibilidade foi que em alguns casos observou-se
que pustulas grandes ndo esporulavam (Figura 9), observada em reacédo
incompativel. O contrario também foi encontrado, pustulas pequenas esporulantes
(Figura 10), verificadas em materiais suscetiveis com reacdo compativel. A avaliacao
pela reagdo compativel ou incompativel leva em consideragdo a resisténcia das
variedades, ou seja, a capacidade do isolado em causar lesdes esporulantes e
consequentemente completar o ciclo das relacbes patégeno hospedeiro. Ja a
porcentagem de area afetada ndo considera essa caracteristica, mas consegue
diferenciar qual isolado € o0 mais agressivo e as outras vantagens sdo que as

imagens tém uma precisdo maior, ndo tem problemas com cansaco, porque €

D

medida pelo computador. As incongruéncias e vantagens evidenciam que

necessario empregar os dois parametros de avaliagéo.
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Figura 9. Variedade RB935744 inoculada
com Puccinia melanocephala mostrando

pustulas grandes e fechadas

Figura 10. Variedade RB92579 inoculada
com Puccinia melanocephala mostrando

pustula pequena e esporulante

Correlacéo entre genotipico e fenotipico

Reproducdo sexual e mutacdo sdo as duas principais formas de se ter
diversidade genética em populacdes de fitopatdgenos (KOLMER; ORDONEZ, 2007).
Dentre esses dois tipos de variabilidade, a recombinacdo sexual em P.

melanocephala e P. kuehnii ndo se conhece e também néo ha relatos de hospedeiro
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intermediario. Ja que para haver reproducdo sexual em ferrugem é necesséaria a
presenca do hospedeiro intermediario, assim a Unica forma de reproducdo que se
tem conhecimento em P. melanocephala e P. kuehnii é através dos urediniésporos
assexuais. Portanto, a mutacdo provavelmente € o0 que esta gerando variagdo
genética em P. kuehnii e P. melanocephala. Esta afirmacdo corrobora com um
estudo realizado com a ferrugem do trigo agente causal Puccinia triticina f. sp. tritici
na América do Norte, em que a diversidade genética encontrada foi atribuida a
mutagbes, porque ndo havia relatos de hospedeiro intermediario na regido,
consequentemente picnididsporos e aecidsporos nunca foram observados (CHEN et
al., 1993). Um estudo comparando as regides ITS1 e ITS2 de P. kuehnii verificou
insercdes e delecbes de nucleotideos, assim evidenciando que a mutacdo esta
envolvida no processo de diversidade (MISTURA et al., 2015).

A consequéncia de ter maior variabilidade genética aumenta as chances de
ocorrer genotipos virulentos (CUBERO SALMERON, 2003 apud POCOVI et al.,
2010). Conforme ocorreu na Africa do Sul, que em 362 isolados coletados nos anos
de 2008 a 2010 de P. triticina foram identificadas oito ragcas. Dessas oito racas duas
foram recentemente introduzidas, pois foi verificado que as duas ragas novas tinham
70% de variabilidade genética em relacdo as outras seis (TEREFE et al., 2014).
Outro estudo com a mesma hip6tese utilizando isolados de P. triticina mostrou que a
populacdo da Asia Central teve 71 fenétipos virulentos e 75 genétipos e a populacéo
Norte-Americana 16 fendtipos virulentos e 14 gendétipos, ou seja, as populacdes
foram distinguidas genotipicamente e pelos fenétipos virulentos dentre os isolados e
em nivel de populacdo assim havendo correspondéncia (KOLMER; ORDONEZ,
2007). Outra pesquisa no mesmo sentido na Europa empregou 121 isolados de
Puccinia triticina que foram diferenciados em oito grupos genotipicos e oito fenétipos
virulentos em linhagens de trigo Thatcher com genes de resisténcia a ferrugem da
folha, assim havendo significante correlacdo entre genoétipos e fendtipos de
viruléncia (KOLMER et al., 2012).

A importancia de determinar se a diversidade genotipica tem
correspondéncia com os padrdes de viruléncia € que o0s programas de
melhoramento poderiam saber contra quais e quantos patétipos a resisténcia da
cultivar estd sendo testada, ou seja, se a populacdo estd sendo totalmente
representada em toda sua diversidade, identificar qual patotipos estao
predominando e desenvolver cultivares com resisténcia a todas as racas que estao

dominando (TWIZEYIMANA et al., 2011). Se houver a correlagdo entre gendtipo e



41

viruléncia, somente com os dados genotipicos o numero de isolados a serem
testados poderia ser extremamente reduzido, pois seriam utilizados somente o0s
isolados representantes de cada linhagem genética e, além disso, se uma nova raca
fosse introduzida poderia rapidamente ser detectada através de seu genotipo. Os
ensaios fenotipicos por si s6 tém alguns problemas como a idade e condi¢des do
hospedeiro, qualidade do inoculo, sofre influéncias do meio ambiente e o mais dificil
€ encontrar um conjunto de variedades que consiga distinguir todas as racas
presentes (LEVY et al., 1993). Se a resisténcia da variedade for testada contra todas
as racas a durabilidade serd maior da cultivar liberada.

Em contrapartida ha estudos que ndo encontraram correlacdo entre a
diversidade genotipica e a viruléncia, como ocorreu com 115 isolados de P.
striiformis f. sp. tritici nos quais foi verificado que racas avirulentas a uma
determinada cultivar (Chinés 166) foram agrupadas junto com racas virulentas a esta
cultivar, o que resultou em uma matriz de similaridade baixa, 0.20, entre gendtipos e
fendtipos, ou seja, ndo houve associacdo entre grupos de gendtipos e grupos de
viruléncia (CHEN et al., 1993). Outro estudo que também n&o encontrou correlacéo
testou a viruléncia de 743 isolados de Melampsora larici-populina em cultivares
selvagens e comerciais de &lamos. No teste de viruléncia os patétipos foram
divididos em duas populacbes, os que atacaram alamos selvagens e 0s que
atacaram cultivares comerciais; no entanto, nos genaétipos néao foi encontrada essa
diferenciacéo (GERARD et al., 2006).

Como mostram os trabalhos citados ndo hd um consenso se a variabilidade
genética encontrada vai ter correlacdo com a viruléncia. Nao existe nenhum estudo
anterior com P. kuehnii e P. melanocephala mostrando se ha correlacdo entre
diversidade genética e viruléncia, sendo este o primeiro estudo nessa linha.

A diversidade genotipica encontrada nos isolados de P. kuehnii do presente
trabalho se refletiu na viruléncia. Os isolados de P. kuehnii SCPK 01-25, SCPK 01-
26 tiveram 100% de similaridade genética e apresentaram o mesmo fenétipo. O
isolado SCPK 01-30 mostrou 50% de diversidade genética e foi de outra raca. O
isolado SCPK 01-29 foi 81% diverso dos demais isolados e mostrou ser de outra
raca e capaz de causar doencga nas quatro cultivares testada.

Ja a variabilidade genética de P. melanocephala nédo teve associacdo com a
viruléncia. Os isolados de P. melanocephala SCPM 01-31 e SCPM 01-32 foram

geneticamente distintos (51.4%), mas tiveram a mesma viruléncia. O isolado SCPM
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01-33 foi 25,6% diferente dos isolados SCPM 01-32 e SCPM 01-33 e foi de outra
raca.

Os isolados SCPM 01-31, SCPM 01-32 e SCPM 01-33 coletados em 2015
foram 51,4; 46,0 e 25,6% geneticamente diversos dos isolados SCPM 01-10, SCPM
01-19 e SCPM 01-13 coletados em 2014, apesar desses isolados terem sido
retirados da mesma touceira, o perfil genético mudou de 2014 para 2015. O mesmo
comportamento foi observado com o isolado SCPK 01-32 e SCPK 01-29, embora
foram retirados da mesma cultivar e cidade, o perfil genético foi diferente de 2014
para 2015. Uma explicacdo para esse fato pode ser que haja alta diversidade numa
mesma folha, ou seja, toda a variabilidade do patdégeno esta representada em uma
folha.

Os dados obtidos no presente trabalho sao preliminares, pois é necessario

serem validados empregando-se um namero maior de isolados.

5. Conclusodes

Diversidade genética e fenotipica foi encontrada em P. kuehnii e P.
melanocephala.
Houve correlacdo direta entre a diversidade genotipica e os fendtipos

virulentos somente em P. kuehnii.
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CAPITULO 2: PROGRESSO DA FERRUGEM ALARANJADA NO TEMPO EM
CINCO VARIEDADES DE CANA-DE-ACUCAR

1. Resumo

Ferrugem alaranjada (Puccinia kuehnii) tem prejudicado o aumento da produtividade
da cana-de-acucar no Brasil. Variedades resistentes sdo o melhor método de seu
controle. Escala da doenca e porcentagem de area lesionada sdo os parametros
mais empregados para avaliar linhagem de clones promissores e sua correta reagéo
para o sucesso do controle da ferrugem baseado na resisténcia de gendtipos.
Quantidade e viabilidade de urediniosporos nao tém sido consideradas para reacéo
da doenca. Além disso, falta de avaliacdo da reacdo de variedades pode explicar a
diferenca entre dados de casa de vegetacdo e o inicio da doenca no campo.
Portanto, o presente trabalho objetivou examinar a reacdo de algumas variedades
comerciais de cana-de-agucar a P. kuehnii em diferente periodo de tempo assim
como viabilidade e quantidade de uredinidsporos. Trés isolados do patégeno foram
inoculados uma vez em cinco variedades de cana-de-aclcar e sua reacao
examinada aos 21, 28, 35 e 42 dias depois da inoculacdo pela escala de notas. A
guantidade e viabilidade de esporos foram verificadas 42 dias depois da inoculagéo
em dois diferentes ensaios: primeira leséo diversa da RB855156: tipo 2 (resistente) e
tipo 3 (suscetivel); segundo, mesmo tipo de reacdo em duas variedades diferentes:
RB855156 (suscetivel) e RB975201 (resistente). Nosso dado mostrou que a reacao

mudou de resistente para suscetivel na RB855156 a medida que o tempo avangou.
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Além disso, a quantidade de uredinidosporos na RB855156 foi similar entre a lesédo
de tipo 2 (resistente) e tipo 3 (suscetivel), mas a viabilidade diferiu estatisticamente.
Nenhuma diferenca estatistica ocorreu na quantidade de esporo se a reacdo da
lesdo foi similar independentemente da resisténcia do gendtipo, mas a viabilidade

diferiu significativamente.

Palavras-chave: Puccinia kuehnii, resisténcia, uredinidésporos, Saccharum spp.

2. Introducéo

O melhor e mais eficiente método de controle da ferrugem é a substituicéo
de variedades suscetiveis por resistentes (TOKESKI; RAGO, 2005). Mas para que
essa medida seja efetiva é imprescindivel avaliar corretamente a resisténcia das
variedades.

A resisténcia pode ser avaliada em campo, onde ocorrem infec¢cdes naturais
do patdégeno por varios isolados e um grande niumero de gendétipos pode ser testado
e/ou em casa de vegetacdo em que se tem o controle do ambiente e do patdgeno,
pois se pode escolher quais isolados inocular (SOOD et al., 2009), além disso em
casa de vegetacdo a resisténcia pode ser avaliada com mais precisao,
principalmente aquelas com reacéo intermediaria como a RB855156 conforme foi
descritas pelos autores Bombecini et al., 2012 e Chapola, 2013.

Tanto em campo como em casa de vegetacdo a resisténcia das variedades
pode ser avaliada através de escalas de reacdes. Atualmente ha trés escalas: a
primeira considera nota e porcentagem de area afetada (AMORIM et al., 1987;
KLOSOWSKI et al., 2013), a segunda a abertura e quantidade de urédia (TAI et al.,
1981), e a terceira pela quantidade de pustulas esporulantes (SOOD et al., 2009).
No entanto, nenhuma delas leva em consideracédo a quantidade e a viabilidade dos
esporos produzidos pelo patdogeno nos diferentes genotipos.

Deste modo, é relevante a correta avaliacdo da resposta das variedades
para que nao haja equivoco ao classificar um material como resistente, sem que iSso
resulte num falso resistente, 0 que acarretaria num grave prejuizo a toda industria
canavieira nacional. Portanto, o presente trabalhou objetivou examinar a reacao de
algumas variedades comerciais de cana-de-acucar a P. kuehnii em diferente periodo
de tempo assim como viabilidade e quantidade de uredinidsporos provenientes da

infeccao primaria.
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3. Materiais e Métodos
3.1 Hospedeiro

Gemas individuais das variedades de cana-de-acucar SP89-1115,
RB855156, RB867515, RB935744, RB975201 foram plantadas em copos plasticos
de 250 mL com substrato e mantidas em casa de vegetacdo até atingirem 3 a 4

folhas. As variedades foram escolhidas com base em observacdes de campo.
3.2 Patogeno

O isolado SCPK 01-31 foi retirado de folhas infectadas com P. kuehnii da
variedade SP89-1115, e os outros dois isolados, SCPK 18-02 e SCPK 18-03, da
variedade SP81-3250 de diferentes locais. Os esporos foram identificados pelo
microscopio Otico, com o aumento de 400 vezes. P. kuehnii apresentou
urediniosporos alaranjados, elipsoidais, com espinhos a sua volta e a parede apical

espessa conforme descrito por Comstock et al. 2008.

3.3 Viabilidade dos urediniésporos

O teste de germinacédo foi feito com 500 pyL da suspenséo de inoculo de
cada isolado, o qual foi espalhado em meio de cultura agar agua e deixado em
temperatura ambiente por 24 horas. Depois, em quatro campos da placa foram
contados 25 esporos no microscopio 6tico e visto a freqiéncia de germinacao

(porcentagem) dos uredinidsporos. A viabilidade foi de 80%.

3.4 Inoculacéo

Com o auxilio de uma escova os esporos foram retirados das pustulas em
25 mL de &gua destilada. As plantas foram inoculadas com uma suspensédo de 10°
urediniosporos/mL (SOOD et al. 2009), determinado pelo hemacitdmetro. As plantas
foram inoculadas com spray manual e mantidas dentro de sacos plasticos pretos em
camara umida por 18 horas a 23°C. Ap6s esse procedimento, as plantas foram

mantidas em ambiente de baixa umidade para prevenir novas infec¢des do fungo.

3.5 Delineamento estatistico

O delineamento estatistico utilizado foi em blocos ao acaso, com quatro
repeticdes, sendo uma planta por repeticao, totalizando 4 plantas. Cada experimento

foi realizado duas vezes, em dias diferentes.
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3.6 Avaliagcao

Para atingir o objetivo da avaliacdo da doenca ao longo de diversos
periodos, a reacdo das variedades foi medida apds os 21, 28, 35 e 42 dias da
inoculacdo, pela escala de notas proposta por Tai et al., 1981. Em que nota 0 =
folnas sem infeccdo, 1 = manchas sem esporulacdo, 2 = pustulas fracamente
esporulantes e identificaveis através de lupa de méo, 3 = pustulas pequenas
facilmente identificaveis, 4 = pustulas mais abundantes e largas, 5 = pustulas de
tamanho médio distribuidas nas folhas velhas, 6 = pustulas de tamanho médio,
podendo se estender até as folhas menos maduras, 7 = similar a 6, mas com as
pontas das folhas mortas e secas, 8 = pustulas grandes, coalescentes e densamente
coberta de pustulas, 9 = similar a 8, mas todas as folhas velhas estavam secas.
Depois a média das notas foi calculada a partir de todas as folhas que apresentaram
sintomas da doenca. O numero de folhas avaliadas foi: RB855156: 6; SP89-1115:
14; RB935744: 9; RB867515: 7 e RB975201: 15.

Para o ensaio de viabilidade e quantidade de uredinidsporos foram utilizadas
as variedades RB851556 e a RB975201. Destas foram retirados os esporos de 4
pustulas por cultivar por nota. Dentro da variedade RB855156 foram comparadas as
reacoes 2 e 3 e entre as cultivares apenas a reagao 3, utilizando a escala de notas
elaborada por Tai et al., 1981. A viabilidade foi determinada pela frequéncia de
esporos germinados (porcentagem) enquanto a quantidade de urediniésporos, pelo

namero. Os dados de Vviabilidade e quantidade de urediniésporos foram

transformados em /x + 0,5 e submetidos ao teste de Tukey a 5% de significancia.

4. Resultados e Discusséo
Progresso da ferrugem alaranjada no tempo
Na avaliacdo da doenca em funcdo do periodo de avaliacdo de cinco

variedades de cana foram encontrados trés padroes de reacgbes diferentes:

suscetivel, resistente e resistente que se tornou suscetivel (Figura 1).
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Figura 1. Progresso da ferrugem alaranjada no tempo com trés isolados diferentes em cinco variedades de cana-de-agticar. Nota 0 = folhas sem infec¢do, 1 = manchas

sem esporulagdo, 2 = pustulas fracamente esporulantes e identificaveis através de lupa de mao, 3 = pustulas pequenas facilmente identificaveis, 4 = pustulas mais
abundantes e largas, 5 = pustulas de tamanho médio distribuidas nas folhas velhas, 6 = pustulas de tamanho médio, podendo se estender até as folhas menos maduras,
7 = similar a 6, mas com as pontas das folhas mortas e secas, 8 = pustulas grandes, coalescentes e densamente coberta de pustulas, 9 = similar a 8, mas todas as folhas

velhas estavam secas.

A cultivar SP89-1115 na primeira avaliacdo (21 dias), mostrou pustulas abundantes,
largas, tamanho médio e distribuido nas folhas velhas, com nota entre 4 e 5. Na
segunda e terceira avaliacbes (28 e 35 dias) a doenca aumentou, mostrando
pustulas de tamanho médio, grandes e coalescentes, a ponta das folhas velhas
secas e mortas (necrose), densamente coberto de pustulas que foram classificadas
como notas 7 e 8. Na ultima coleta de dados (42 dias) atingiu a nota maxima 9,
todas as folhas estavam secas e mortas (Figura 1A). Esse foi o primeiro padrédo de
reacdo encontrado de suscetibilidade. Um segundo padrdo de reacdo foi o de
resisténcia, observado nas variedades RB935744, RB867515 e RB975201 cuja
primeira e segunda avaliacdo (21 e 28 dias) foi verificada folhas sem infeccdo e
manchas sem esporulacdo, classificadas como notas 0 e 1. Na terceira e Gltima
avaliacdes (35 e 42 dias) somente pustulas fracamente esporulantes foram notadas
(nota 2), assim formando o grupo das variedades com resposta resistente (Figura
1A). Por fim a terceira reacao, do tipo resistente que se torna suscetivel observada
na variedade RB855156, exibindo um comportamento diferenciado em fungéo dos
periodos de avaliacdo. Na primeira e segunda avaliacao aos 21 e 28 dias ocorreram
somente pustulas fracamente esporulantes (nota 2). No entanto, na terceira

avaliacdo (35 dias) essa variedade passou de resistente para suscetivel, pois a
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doenca progrediu, mostrando pustulas pequenas facilmente identificaveis (nota 3).
Na ultima analise (42 dias) a doenca aumentou consideravelmente, com pustulas de
tamanho médio estendendo até as folhas menos maduras, ou seja, atingindo nota 6
(Figura 1A). Portanto, a cultivar RB855156 passou de resistente para suscetivel em
funcdo dos periodos de avaliagdo. O mesmo padrdo de reacdo das variedades
(resistente, suscetivel e resistente para suscetivel) foi observado para os outros dois
diferentes isolados do patégeno testados. A Unica discrepancia observada foi que a
variedade RB855156 inoculada com os isolados SCPK 18-02 e SCK 18-03 mudou
de reacado na ultima avaliacao (42 dias), enquanto que com o isolado SCPK 01-31 a
mudanca ocorreu na terceira observacéao (35 dias) (Figura 1B e 1C).

Este estudo verificou que podem ter variedades resistentes que se tornam
suscetiveis a medida que a colonizacdo/reproducdo se desenvolve (Figura 1),
comportamento observado na RB855156. Os ensaios em casa de vegetacao tém
classificado essa variedade como intermediéria, conforme ocorreu no estudo que
comparou a severidade da doenca apds os 22 dias da inoculacdo, onde essa
variedade ndo diferenciou estatisticamente nem das suscetiveis quanto das
resistentes, razéo pela qual foi classificada como intermediaria (Chapola et al. 2013)
Em outro estudo que analisou o nimero e comprimento das pustulas depois de 14
dias da inoculacdo, a RB855156 também foi intermediaria, sem, no entanto, fornecer
maiores detalhes (Bombecini et al. 2012). O motivo pelo qual esses trabalhos nao
classificaram a variedade RB855156 como suscetivel pode estar na avaliacdo da
reacdo que foi feito numa Unica vez (14 e 22 dias) (Bombecini et al. 2012; Chapola
et al. 2013).

Identificar variedades com mudanca de reacdo (que mudam de reacdo a
medida que a colonizacao/reproducao avanca), ou seja, nao tem um comportamento
definido ja nas primeiras avaliagfes, seja de resisténcia ou suscetibilidade, como
observado nas variedades SP89-1115, RB867515, RB975201 e RB935744 ¢é
essencial tanto em ensaios de casa de vegetagcao como 'in vitro', seja para examinar
diversidade do patdgeno ou testar resisténcia de variedades. Geralmente, 0s
ensaios fazem as avaliacfes 14 ou 21 dias apoés a inoculagdo, como ocorreu com a
cultivar R570 que teve sua resisténcia testada contra P. melanocephala de
diferentes paises e avaliados depois dos 10 e 14 dias da inoculacdo pela
observacédo de pustulas esporulantes (ASNAGHI et al. 2001); em outro estudo sobre
variabilidade patogénica na populacdo de P. melanocephala, a resposta de

resisténcia dos diferentes gendtipos de cana-de-acucar também foi avaliada aos 14
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dias da inoculacdo (HOY et al. 2014). Em P. kuehnii, a variabilidade patogénica e
genética, além da reacdo de gendtipos de cana-de-acucar de P. kuehnii também foi
verificada 21 dias apoés inoculacdo (MOREIRA, 2013). Portanto, quando é realizada
uma Unica avaliacdo existe a possibilidade de a variedade mudar de reacgdo, de
resistente para suscetivel como observado no caso da variedade estudada,
RB855156, que quando inoculada com o isolado SCPK 01-31 mudou de reagéo aos
35 dias e com os isolados SCPK 18-02 e SCPK 18-03, modificou de reacao aos 42
dias. Se esse tipo de reagdo nado for identificado nos ensaios de selegcédo, o0s

resultados terdo um falso resistente.
Viabilidade e Quantidade de uredinidosporos

Avaliando a reagdo das variedades com maiores detalhes, quando a
quantidade de urediniésporos das pustulas de notas 2 e 3 da variedade RB855156
foram comparadas, ndo houve diferenca estatistica, pois as urédias produziram
21,75 e 24,50 esporos, respectivamente. Para o segundo parametro analisado
(viabilidade de urediniésporos), os esporos produzidos pelas urédias fracamente
esporulantes e identificaveis através de lupa (nota 2) tiveram 4,25% de viabilidade,
assim diferindo estatisticamente dos esporos das puUstulas pequenas e facilmente

identificaveis (nota 3) que obtiveram 26,96% de esporos germinados.

Tabela 1. Diferentes reactes da variedade
RB855156 a Puccinia kuehnii medida pela
guantidade e viabilidade de
urediniésporos.

Nota¥ Quantidade Viabilidade (%)

2 21,75a 4,25h
3 24,50a 26,96a
CV (%) 20,64 35,68

Ynota 2 - pustulas fracamente esporulantes
e identificaveis através de lupa de mao;
nota 3 - pustulas pequenas facilmente
identificaveis. Médias em cada coluna
seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%.

No outro teste, quando se comparou esporos produzidos em pustulas
pequenas e facilmente identificAveis (nota 3) em variedades com resisténcia
diferenciada (RB975201 — resistente), e (RB855156 — suscetivel), a quantidade de

esporos nédo diferiu estatisticamente, 16,75 e 24,40 respectivamente. Ja para
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viabilidade, a variedade suscetivel, RB855156 diferenciou estatisticamente com
16,63% de esporos viaveis, enquanto que a variedade RB975201 nao teve nenhum

esporo germinado.

Tabela 2. Quantidade e viabilidade de
urediniosporos em duas variedades de cana-
de-acUcar com resisténcia diferenciada.

Reacéo 3
Quantidade Viabilidade (%)
RB855156°  24,40a 16,63a
RB975201" 16,75a 0,00b
CV (%) 22,69 25,89

Y Variedade suscetivel; " Variedade resistente.
Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Embora, o ensaio comparando quantidade e viabilidade de urediniésporos
de diferentes lesdes, e entre variedades tenham sido realizados separadamente, os
resultados da RB855156 foram similares para a lesdo 3 nos dois ensaios. No
primeiro, a quantidade de esporos foi 24,50 e no segundo 24,40. Ja a viabilidade foi
de 26,96 no primeiro e 16,63% no segundo ensaio. O fato de nao ter havido
diferenca entre esses valores para uma mesma variedade € mais um fator que
mostra seguranca dos dados.

Quando a reacao das canas foi avaliada com mais detalhes, considerando
quantidade e viabilidade dos urediniésporos, 0s genotipos com a mesma reacao
(nota), mas com resisténcia diferenciada, RB855156 (suscetivel) e RB975201
(resistente) obtiveram igual quantidade de esporos, mas viabilidade diferente. Ja era
esperado que duas variedades com a mesma reagao (nota) produzissem igual
quantidade de urediniosporos porque a urédia (nota 3) sdo lesbes de mesmo
tamanho, pequenas e facilmente identificaveis, consequentemente tivessem a
mesma quantidade de esporos. Estes dados sao consistentes com os encontrados
na ferrugem da folha do trigo, causada pela P. triticina, onde foi verificado que a
producdo de esporos por lesdo esta intimamente ligada ao tamanho da lesdo e a
producdo de esporos por unidade de tecido esporulante (AZZIMONTI et al. 2013).
Outro estudo que corrobora os dados do presente trabalho foi verificado com a

ferrugem marrom da cana-de-acgucar (P. melanocephala) na Louisiana, em que
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houve pouca diferenca no tamanho da lesdo entre as variedades suscetiveis e
resistentes (HOY et al. 2014).

Nos programas de melhoramento genético as escalas de notas utilizadas
para avaliar a resisténcia dos genotipos de cana-de-acucar a ferrugem séo
baseadas na porcentagem de &rea afetada (AMORIM et al. 1987; KLOSOWSKI et
al. 2013), no tamanho e abertura de pustulas (TAI et al. 1981), ou no namero de
pustulas esporulantes (SOOD et al. 2009) ndo considerando quantidade e
viabilidade de esporos. No entanto, o resultado desse trabalho mostrou que a
germinagcdo dos esporos de uma variedade resistente (RB975201) foi
estatisticamente menor quando comparada com uma suscetivel (RB855156) (Tabela
2). Portanto, se um gendtipo for avaliado por qualquer uma das escalas existentes
atualmente a variedade pode ser classificada como suscetivel, mas a germinagao
dos seus esporos pode ser baixa (Figura 2). Assim, o parametro viabilidade foi
melhor que a quantidade de uredinidsporos do ponto de vista fitopatoldgico, pois a
doenca € de ciclo secundario, assim a qualidade dos esporos influéncia na
propagacdo da espécie, ou seja, ha direta capacidade da doenca em causar
epidemias. Esse é o primeiro trabalho que tenha empregado germinacao de
esporos para avaliar a resisténcia do hospedeiro, ndo é do nosso conhecimento

nenhum estudo com esse enfoque.
Visualizacado de lesdes tipo 2 e tipo 3

Com o software ASSESS 2.0 foi medida a area das pustulas fracamente
esporulantes (nota 2) e pustulas pequenas e facilmente identificaveis (nota 3)
(Figura 2), pois estas les6es diferenciavam variedades resistentes das suscetiveis. A
area das lesdes variou de 11 a 39 mm? assim ndo havendo diferenca entre as

lesdes.



Figura 2. Visualizacdo de pustula de rea¢des diferentes causadas por Puccinia kuehnii na
variedade RB855156

56
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Um fato que pode explicar por que pustulas fracamente esporulantes e
identificaveis com lupa (nota 2) da RB855156 tenha tido mesma quantidade de
urediniésporos que pustulas pequenas facilmente identificaveis (nota 3) (Tabela 2),
pode estar na dificuldade pratica de distinguir nota 2 da 3 (Figura 2). As duas lesfes
possuiam areas cloroticas/necroticas de igual tamanho com a diferenca que na
lesdo nota 2 uma fina pelicula recobria a pustula, o que impedia a disseminacao dos
urediniésporos. No entanto, essa pelicula era rompida facilmente por qualquer acéo
mecanica, por exemplo, durante ensaio de quantificacdo dos urediniésporos,
resultando em igual numero de esporos entre a lesdo 2 e 3, mas

maturacaol/viabilidade distinta.

5. Conclusbtes

Os dados do presente trabalho permitiram concluir que a variedade
RB855156 muda de reacdo de resistente para suscetivel e a viabilidade dos
urediniésporos de uma variedade suscetivel € maior que de uma variedade

resistente.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo deste trabalho foi investigar fatores que influenciam no sucesso e
longevidade do controle das ferrugens da cana-de-agUcar por variedades
resistentes, podendo ser os dois principais: diversidade do patdgeno e correta
avaliacdo da reacédo das variedades. Dados do presente trabalho mostraram alta
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diversidade genética e fenotipica tanto em P. kuehnii quanto em P. melanocephala
e, além disso, correlacdo direta entre a diversidade genotipica e os fenotipos
virulentos em P. kuehnii. Também foi observado que existem variedades onde a
avaliacdo da sua resisténcia deve ser cuidadosa, pois em uma das cinco variedades
estudas mostrou reacao atipica que pode levar a uma falsa resisténcia em funcéo do
periodo de avaliacdo. Para evitar um falso resistente sugerem-se outros parametros
ainda ndo considerados: viabilidade e quantidade de urediniésporos. O presente
trabalho objetivou contribuir com uma maior eficacia do controle das ferrugens por

variedades resistentes.





