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RESUMO

O Brasil é, atualmente, 0 maior produtor de cana-de-agticar no mundo, chegando a 677,6
milhdes de toneladas de cana processada, na safra de 2022/23, o qual possui como
principal produto o etanol e o acucar. Para que atenda toda a demanda do setor é de
extrema importancia manter altas produtividades no campo, e um dos principais entraves
seria a presenca de doencas no campo, sendo uma das principais a ferrugem alaranjada.
Ela € uma doenca causada por um fungo Puccinia kuehnii, que possui como
caracteristica elevada disseminacao e é responsavel por diminuir a area fotossintética
da planta, diminuindo a sua produtividade. Seu principal método de controle é a
adocdo de variedades resistentes, porém em alguns casos essa resisténcia pode ser
quebrada, podendo causar grandes prejuizos ao setor. Por isso, o presente trabalho
teve como objetivo: I. Avaliar fenotipicamente se a P. kuehnii manifestada na variedade
RB966928 é uma raca fisioldgica nova. Il. Se o objetivo | for comprovado, avaliar se
existe um marcador molecular microssatélite capaz de diferenciar as diferentes racas
fisioldgicas testadas. A primeira parte do trabalho foi conduzida em ambiente fechado,
com luz e clima controlado, o delineamento foi blocos ao acaso, onde testou duas
variedades (RB966928 e SP89-1115) e dois isolados de origem distintas (ScPk01-207
e ScPk20-01), com 5 repeticdes por tratamento, realizado em duplicata. Seguindo para
a parte molecular, extraindo DNA de uma pustula por planta inoculada, e sua anélise
realizada através do PCR, seguido pela eletroforese. A avaliacdo da primeira parte foi
realizada aos 14, 21, 28 e 35 dias ap0s a inoculacdo dos tratamentos, realizando uma
andlise de porcentagem de &rea afetada, e aos 28 dias foi realizada uma anélise de
viabilidade dos uredinidsporos. O trabalho concluiu a existéncia de uma nova raga
fisiolégica de P. kuehnii virulenta a variedade RB966928, o qual apresentou
porcentagem de area foliar afetada superior a 1%, e 0S Seus esporos se mostraram
vidveis. Na segunda parte, ndo foi possivel identificar um SSR capaz de evidenciar
diferenca genética entre os isolados avaliados.

Palavra-chave: Cana-de-agucar, Puccinia kuehnii, variedade resistente, raca
fisiolégica, RB966928.
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1.  INTRODUCAO

O Brasil é, atualmente, 0 maior produtor de cana-de-agticar no mundo, chegando a 677,6
milhGes de toneladas de cana processada, na safra de 2022/23, totalizando uma area de 8,4
milhGes de hectares de area colhida. O setor sucroalcooleiro é responsavel por produzir
importantes commodities voltados para o comercio interno e externo, sendo eles etanol e
acucar, além de ser responsavel pela producdo de energia elétrica durante o periodo da safra
(CONAB, 2023). Além disso, o setor é responsavel por colaborar para a reducéo de emissao de

Gases de Efeito Estufa (GEE), através da producéo de energia limpa (Marra et al., 2021).

Assim, a produtividade da cana-de-acUcar € de extrema importancia no setor, e depende de
diferentes fatores, como adubacao, solo, manejo, e um dos principais € a presenca de doencas
nos canaviais, sendo uma delas a ferrugem alaranjada. A doenca é causada por um fungo
chamado Puccinia kuehnii, apresenta como sintoma pequenas pontuac¢des de cor alaranjada,
distribuidas por toda a area abaxial da folha, e conforme ha o aumento da doenca as lesdes
evoluem causando necrose, diminuindo significativamente a area fotossintética da planta,

prejudicando significativamente a produtividade da area (Ferrari et al., 2010).

O controle da doenga pode ser feito por aplicacdo quimica, mas o seu principal método é a
utilizacdo de variedades resistentes, o qual se tornou uma caracteristica primordial para o
lancamento de novas variedades comerciais pelos programas de melhoramento genético de
cana-de-acgUcar. Porém, essa resisténcia a ferrugem pode ser quebrada ao longo do tempo, isso
ocorre devido a alta variabilidade genética da espécie, havendo a presenca de subpopulacdes de
P. kuehnii, o qual apresentam patogenicidade diferente em relagéo as variedades presentes no
mercado (Urashima et al., 2020). Essa quebra de resisténcia causa grandes perdas ao setor,
como ocorreu em 2012, com a variedade RB82-3250, uma das principais variedades da época
(Vinchi, 2013).

Por isso, é de extrema importancia os estudos de populacdes de uma espécie, para que
ocorra 0 manejo varietal adequado, e evitar que aconteca grande epidemias de doencas
causando elevadas perdas de produtividade ao setor.
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2. REVISAO DA LITERATURA

O setor sucroalcooleiro possui grande importancia na economia brasileira, com a sua
producdo voltada ao biocombustivel, agucar e energia. Na safra de 2022/23, segundo a Conab,
a Companhia Nacional de Abastecimento, o Brasil apresentou uma area de 8,4 milhGes de
hectares destinados a colheita de cana-de-agucar, com uma producdo média de 78.779 kg/ha.
Na safra foi produzido 27,7 bilhdes de litros de etanol, e 36 milhdes de toneladas de agucar,
representando o maior produtor de aclcar no mundo. Segundo estimativas da safra de
2023/2024, havera um aumento de 6,9% da area de cultivo no pais, com acréscimo de 11,1%
na producdo de agucar e 5,7% de etanol (CONAB, 2023).

Em relacdo a exportacdo brasileira da safra 2022/23, o pais foi responsavel por exportar
18,8 milhdes de toneladas de acgucar, o qual registrou um aumento de 9,7% em relacdo a safra
passada (2021/22), possuindo como principal comprador a China, seguido da india e Arabia
Saudita, dados divulgados pelo Ministério da Industria, Comércio Exterior e Servigcos (MDIC).
J& o etanol, houve uma queda de 5,2% da exportacdo em relacéo a safra anterior, com um total
de 1,44 bilhdes de litros, possuindo como principais compradores Coréia do Sul, Estados
Unidos e Holanda (CONAB, 2023).

Além da producéo de etanol e agucar, o setor € responsavel por gerar bioenergia durante
0s meses da safra (abril - novembro), através do bagaco de cana, um subproduto proveniente
do processo de extracdo do caldo para a producdo de acucar ou etanol. Dados da Oferta Interna
de Energia, levantados pelo BEN (Balango Energético Nacional), que engloba tanto energia
elétrica quanto combustiveis, a energia de origem da biomassa de cana representou 15,4% de
toda energia produzida no pais em 2022, correspondendo a maior fonte de energia renovavel
no Brasil. Porém ainda esta muito abaixo da energia de origem de petrdleos e derivados, o qual
corresponde a 35% da producdo do pais, uma fonte ndo renovavel que possui alta emissao de

CO2 na atmosfera (Balanco Energético Nacional, 2023).

Visando a sustentabilidade, no ano de 2015, o Brasil assinou o Acordo de Paris, o qual o
pais se comprometeu a criar estratégias para manter a temperatura do mundo abaixo de 2°C, a
partir da reducdo da emissdo GEE (Gases de efeito estufa) (Marra et al., 2021). Com isso foi
criado no pais, uma politica de comercializacdo de créditos de carbono, que proporciona
unidades produtoras de biocombustiveis a adquirirem uma receita adicional através da

comercializacdo de crédito de descarbonizacdo (CBIO) de origem da producdo de energia
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limpa. Desta forma, proporcionou um novo mercado para o setor sucroalcooleiro, que esta

atualmente em crescente expanséo e desenvolvimento (Marra et al., 2021).

Frente ao cenario atual, com a crescente valorizacdo da cana-de-aclcar em diferentes
setores, e a sua constante expansdo no territério do pais, uma preocupacdo como entrave a altas
produtividades seria a presenca de doengas nos canaviais, sendo uma das principais a ferrugem
alaranjada.

A ferrugem alaranjada da cana-de-acUcar € uma doenca causada por um Basidiomiceto, P.
kuehnii, o qual trata-se de um fungo biotrofico, que possui hospedeiro especifico, a cana-de-
acucar. Seus sintomas sao pequenas manchas cloréticas, presentes na parte abaxial da folha,
formando as urédias de cor alaranjada, chamadas de pustulas (Ferrari et al., 2010). O aumento
dos sintomas na folha diminui a capacidade da planta de realizar a fotossintese, logo interfere
no seu crescimento, acimulo de aculcar e consequentemente na produtividade (Zhao et al.,
2011). A doenca ¢ disseminada através de vento, podendo ser levada a longas distancias, e é
favorecida por veréo chuvoso, com umidade relativa do ar alta, e temperaturas entre 19° a 26°
(Ferrari et al., 2010). O periodo de molhamento foliar necessario para infeccao da P. kuehnii é
de 12 horas, e ha o aumento da severidade da doenca conforme o aumento desse periodo
(Urashima et al., 2018).

O primeiro relato da ferrugem alaranjada da cana-de-agucar ocorreu no ano de 2000, na
Australia, onde causou grandes perdas econdmicas no setor. Pois uma das variedades de grande
importancia no pais, a Q124, foi considerada altamente suscetivel, a qual chegou a ter perdas
de até 40% de tonelada de cana por hectare (Magarey et al., 2001). Posteriormente, em 2007,
foi relatada nos Estados Unidos, Florida, causando grandes perdas de produtividade na
variedade CP 80-1743, a qual era muito utilizada na época (Comstock et al., 2010). No Brasil,
foi reportada pela primeira vez em dezembro de 2009, no interior de Sdo Paulo, o qual afetou
variedades muito utilizadas pelo setor no periodo, como as SP89-1115, RB722454 e SP84-
2025, que posteriormente foram classificadas como altamente suscetiveis a doenca (Barbasso,
2010). Tais variedades correspondiam a 10% do total de cana no pais, causando assim, grandes
perdas de produtividade, tendo sido reportada uma perda de ATR de até 40% na variedade
SP89-1115 (Zuza; Borsato, 2013). Posteriormente, no ano de 2012, ocorreu uma epidemia da
doenca na variedade RB81-3250, o qual nos primeiros estudos sobre a ferrugem no Brasil,

realizados no ano de 2009, ndo constava como suscetivel (Barbasso, 2010). Essa segunda
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epidemia da doenca causou maiores perdas ao setor, ja que a variedade RB81-3250, era a
segunda variedade mais importante do periodo, com uma area total de cultivo de 830 mil
hectares (Chapola et al., 2014).

Os meétodos de controle da ferrugem podem ser de duas maneiras, variedades resistentes e
controle quimico. O controle quimico, através de fungicidas, sdo utilizados em situacfes
emergenciais, principalmente em casos em que a resisténcia da doenga na variedade é quebrada
(Alves, 2019). Como aconteceu com a variedade SP81-3250 o qual houve uma necessidade
imediata da aplicacdo quimica para que as perdas de producdo ndo fossem elevadas (Vinchi,
2013). Além disso, a sua utilizagdo proporciona a manutencdo de variedades suscetiveis que
trazem vantagens produtivas ao setor. Entretanto, € uma medida de controle de alto custo, pois
é necessario realizar aplicacdes frequentes para que haja o controle efetivo, e possui o risco de
impactos ambientais, se caso o fungicida for utilizado de maneira indevida (Chaulagain et al.,
2019).

Assim, atualmente o principal método de controle € a utilizagdo de variedades resistentes,
com vantagens econdmicas, devido a eliminacdo de opera¢Ges no campo, e sustentaveis, pois
ndo causam impactos ambientais (Amorim et al., 2011). A resisténcia das variedades depende
de uma relacdo parasita-hospedeiro-ambiente, com a interacdo entre genes de resisténcia do
hospedeiro e o gene de viruléncia do patdégeno, havendo ou ndo a sua compatibilidade (Shahin,
2020). Estudos relatam que no caso da cana-de-agUcar esta resisténcia genética a P. kuehnii
ocorre devido a presenca de um gene de efeito maior, e outros poucos genes de efeito menor
(Klosowski et al., 2004). E essa resisténcia das variedades a ferrugem alaranjada pode ser
quebrada ao longo do tempo, isso ocorre devido a existéncia de alta variabilidade genética do
patogeno, causando diversidade genética dentro da populacdo de P. kuehnii, o qual ja foi

relatado em trabalho realizado por Urashima et al. (2020).

Portanto, essas varia¢fes genéticas que vdo surgindo com o tempo dentro de uma mesma
espécie de patogeno, dao origem as ragas, e elas podem apresentar comportamentos distintos
perante diferentes variedades de um mesmo hospedeiro, e isso explica a ocorréncia da quebra
de resisténcia de muitas variedades comerciais, em diversos paises (Shine et al., 2005). Hoje ja
existem diferentes ragas de P. kuehnii, relatadas em diferentes paises do mundo, como ocorreu
na Australia em 2000, o qual estima-se que foi 0 surgimento de uma nova raga que causou

quebra de produtividade na variedade de cana-de-acUcar mais utilizada no pais (Magarey et al.,
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2001). No Brasil, estudos recentes realizados por Urashima et al. (2020) que confirmaram a
existéncia de duas ragas de P. kuehnii a partir do método de inoculagdo de mono-pustula. Para
ferrugem marrom da cana-de-agucar, causada por Puccinia melanocephala, ja foi relatada
ocorréncia de novas ragas, como nos EUA por Shine et al. (2005), o qual indicaram a existente

de pelo menos 4 ragas em um trabalho com variedades resistentes.

Diversidade de racas de patégenos podem ser investigadas tanto de maneira fenotipica como
genotipica, através de metodologias ja realizada em outros trabalhos como de Urashima et al.
(2020), Moreira et al. (2018), Sanjel et al. (2021). A analise fenotipica consiste em avaliar a
reacdo de diferentes isolados a variedades de hospedeiro, quando sdo submetidas as mesmas
condic@es climaticas. E para isso os critérios de avaliacdo considerados séo, segundo Tai et al.
(1981), o qual avaliou a severidade da doenca, com notas de 0 a 9, conforme a abertura da
pustula. Segundo critério, é de porcentagem de area foliar afetada (Klosowski et al., 2013), e 0
terceiro a viabilidade do urediniosporo, o qual avalia a segunda geragdo da P. kuehnii, e a sua
capacidade de causar novas pustulas, e consequentemente 0 aumento da doenca no campo
(Urashima et al., 2019). Para isso, é de extrema importancia que os trabalhos de andlise
fenotipica sejam realizados em ambientes controlados, para que ndo haja interferéncia do

ambiente nos resultados (Moreira et al., 2018).

No caso de uma avaliacdo genética, muitos estudos de diversidade genética de fungos
fitopatogénicos, vem empregando os marcadores moleculares microssatélites (SSR) como
ferramenta, pois através deles é possivel realizar uma analise em nivel genético, sem
interferéncia fenotipica do meio ambiente em que se conduz a pesquisa (Meinhardt et al., 2002).
Os SSR sdo uma sequéncia de 1 a 8 pares de bases repetidas no DNA, que possuem alta
especificidade do patdgeno, possibilitando examinar diversidade dentro de uma mesma espécie.
A sua adocdo é frequente em trabalhos para analisar a genética populacional de patogenos,
como utilizado por Peixoto-Junior et al. (2014) o qual avaliou a diversidade genética de

diferentes isolados de P. melanocephala.

Porém, alguns casos de incidéncia da doenga podem nao representar a ocorréncia de
diversidade da viruléncia do patdgeno, mas sim agressividade, o qual ocorre principalmente
devido a condicGes climéticas atipicas da regido de ocorréncia e ideais para o desenvolvimento
da doenca, como umidade relativa alta e temperaturas entre 22 e 24°C (Magarey et al., 2004).

No Brasil, a juncdo entre diversidade climatica entre as regides produtoras de cana-de-agucar e
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a uniformidade genética dos hospedeiros, se torna propicio para a ocorréncia de novas ragas ou
0 surgimento de variantes mais agressivas (Moreira et al., 2018).

Portanto, os estudos populacionais da P. kuehnii sdo de extrema importancia para realizar o
manejo varietal adequado e evitar grandes perdas econdmicas do setor. A partir desses fatos
apresentados, o presente trabalho buscou investigar a ocorréncia de ferrugem alaranjada na
variedade RB966928, o qual foi relatada no inicio de 2023, no interior do estado de S&o Paulo.
A doenca apresentou notas de severidade de 5 e 6 nas folhas +1 e +2, segundo a escala
diagramatica proposta por Amorim at al. (1987), contrariando muito estudos ja realizados o
qual a variedade RB966928 é considerada resistente a doenga (Araujo et al., 2013; Chapola et
al., 2013). Esta variedade é muito utilizada pelo setor, estando em primeiro lugar em érea
cultivada no estado de Sdo Paulo com 16,2%, e em segundo lugar com 12,7% de toda area
cultivada do Brasil, dados da safra 2021/2022 (Braga Junior et al., 2023). Por isso, 0 presente
trabalho teve como objetivo investigar se a ocorréncia da doenca na variedade ocorreu devido
a alguma condicdo ambiental adversa no local ou a presenca de uma raca fisiologica do

patdgeno capaz de causar ferrugem alaranjada na variedade RB966928.
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3. OBJETIVO

l. Avaliar fenotipicamente se a P. kuehnii manifestada na variedade RB966928 é uma
raca fisiologica nova.
. Se o objetivo | for comprovado, avaliar se existe um marcador molecular

microssatélite capaz de diferenciar as diferentes racas fisioldgicas testadas.
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4.  MATERIAIS E METODOS
4.1. I: Andlise fenotipica

4.1.1. Coleta das amostras de ferrugem

No experimento foram testados dois isolados distintos de P. kuehnii. O primeiro isolado
(ScPk20-01) coletado em uma usina na regido central do estado de S&o Paulo, na data
07/03/2023, oriundos da variedade RB966928. A &rea apresentava alta incidéncia de ferrugem
alaranjada, com uma estimativa de severidade de 5 e 6, segundo a escala de notas da ferrugem

em cana-de-agucar (Amorim et al., 1987), avaliadas nas folhas +1 e +2.

O segundo isolado (ScPk01-207) foi coletada na Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar) - Campus Araras, Sao Paulo, na data 08/03/2023, vindas da variedade SP89-1115, o
qual é uma variedade classificada como suscetivel a ferrugem alaranjada.

Tabela 1. Dados dos dois isolados de Puccinia kuehnii, contendo as respectivas informacdes: variedade, origem
e data de coletada do material.

Isolado Variedade Origem Data da coleta
ScPk20-01 RB966928 Usina-SP 07/03/2023
ScPk01-207 SP89-1115 Araras-SP 08/03/2023

4.1.2. Confirmacao da doenca

As folhas coletas de ambas as variedades utilizadas no experimento, RB966928 e SP89-
1115, foram levadas ao laboratorio para que houvesse a confirmagdo de P. kuehnii, realizada
através de suas caracteristicas morfologicas como a formacéo da urédias de cor alaranjada, e
uredinidsporos unicelulares, ovéides de coloracdo alaranjada (Barbasso et al., 2010), que foram

observados com o auxilio de um microscépio 6tico, pelo aumento de 400x.

4.1.3. Hospedeiro

Gemas das variedades RB966928 e SP89-1115, coletadas no campus da UFSCar- Araras,
foram plantadas individualizadas em vasos de pléstico de 500ml com substrato, e foram

mantidas em casa-de-vegetacéo até apresentarem 3 folhas.
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4.1.4. Inoculagdo

A suspensdo de esporos foi realizada com o auxilio de uma escova de cerdas, usada para
a retirada dos esporos das folhas (figura 1), adicionada a 25 mL de agua destilada e tween20
concentragio 0,01%. A concentragdo da suspensdo de esporo foi ajustada para 10x10%

urediniésporos/mL avaliada com Neubauer no microscopio optico.

As plantas foram inoculadas com um spray manual, sendo uma suspensédo de esporo para
cada repeticdo, com uma planta da variedade RB966928 e uma SP89-1115 inoculadas juntas, e
logo apds foram mantidas em cdmara Umida em um saco plastico preto por 24 horas, a 25°C.
Apobs a retirada do saco, as plantas permaneceram em um ambiente fechado com a presenca de
luz artificial, com o auxilio de uma placa de luz led a 30 cm de distancia das plantas, com

intensidade de 240 a 280 umol m%?, e temperatura controlada de 25°C.
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Figura 1. 1. Coleta das folhas com sintomas de ferrugem alaranjada na variedade RB966928; 2. Preparo da
suspensédo de esporo, com o auxilio de uma escova de cerdas; 3. Contagem da quantidade de esporo presentes na
suspensdo de esporo com o Neubauer; 4. Plantas acopladas dentro do saco plastico ap6s realizar a inoculagdo; 5.
Ambiente controlado no qual as plantas permanecerem ap6s a inoculagdo submetidas a luz artificial; 6.
Temperatura do local onde as plantas permaneceram durante o experimento.

4.1.5. Delineamento estatistico

O delineamento estatistico utilizado foi blocos ao acaso, com cinco repeti¢des, sendo
uma planta por repeticdo. O experimento foi realizado em duplicata para haver maior
confiabilidade nos resultados.

4.1.6. Teste de viabilidade do patdgeno

Foi realizado dois diferentes testes de viabilidade do patdgeno, o primeiro foi durante o

preparo da suspensdo de inoculo, com origem das folhas que foram coletadas no campo, de
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cada isolado ScPk20-01 e ScPk01-207. O qual retirou-se 150ul de cada suspensdo de esporo
utilizada na inoculagéo, totalizando 10 repeticGes por origem, e transferiu-se para uma placa
Agar-agua cada, onde foram mantidas por 24 horas, e posteriormente a germinacdo dos esporos
foram avaliadas em um microscépio Optico, onde verificou-se a frequéncia de uredinidésporos
germinados, contando 100 por placa. Essa andlise teve como objetivo avaliar a viabilidade dos
esporos em situacdo de campo, visando conferir se a viabilidade dos esporos estava adequada

para a inoculacdo do trabalho.

O segundo teste de viabilidade foi realizado 28 dias ap6s a inoculacéo (figura 2), retirando-
se 3 pustulas com base na escala de notas de Tai et al. (1981), sendo que nota 0= sdo folhas sem
infeccdo, 1= manchas pequenas sem esporos, 2= pustulas pequenas com pouco esporos, 3=
pustulas pequenas com maior quantidade de esporos, 4= pustulas mais abundantes, com inicio
de margens, 5= pastulas de tamanho médio, esporuladas, 6= pustulas mais desenvolvidas, com
margem bem definida, 7= pustulas grandes, esporuladas, inicio de coalescéncia, 8= pustulas
grandes, coalescentes e densas, e 9= similar a oito, e seca. Portanto, retirou-se 3 lesdes com
pustulas classificadas com notas +3 e +4 de cada planta inoculada, dos dois isolados e as duas
variedades (RB966928 e SP89-1115), para que houvesse a avaliacdo de viabilidade das les6es
que originaram nas plantas que foram inoculadas no experimento. Para isso, utilizou-se placas
de petri com meio Agar-agua, e retirou-se, com o auxilio de um bisturi, 3 pustulas de cada
planta do experimento, o qual foram alocadas em partes demarcadas da placa, para serem
avaliadas de maneira separada posteriormente, e em seguida as placas foram mantidas 24 horas
no escuro e depois realizada a sua avaliacdo, determinando a frequéncia de esporos germinados
(porcentagem). O objetivo dessa analise foi avaliar a viabilidade dos urediniésporos dos
diferentes isolados testados apos germinarem nos diferentes hospedeiros (RB966928 e SP89-

1115), sendo um parametro importante para diferenciar genotipos resistentes de suscetiveis.
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Figura 2. Coleta das pustulas individualizadas para a realizagdo da avaliacdo de viabilidade dos esporos
das pustulas classificadas como +3 e +4, de origem dos diferentes tratamentos realizados.

4.1.7.  Avaliacao e andlise dos dados

A avaliagdo da reagdo das variedades aos diferentes indculos de P. kuehnii, foram feitas aos
14,21, 28 e 35 dias ap0s a inoculacdo, através do programa Assess 2.0 Image Analysis Software
(figura 3), o qual avalia a porcentagem de area afetada na folha, considerando a folha mais
afetada, mostrando a severidade da doenca em funcdo das diferentes datas avaliadas. Os dados
de porcentagem de area foliar afetada foram transformados em /x + 0,5 e submetidos ao teste

de Tukey a 5% de significancia.

O segundo parametro avaliado foi a viabilidade dos uredinidsporos, sendo primeiramente
durante a inoculacéo, avaliando a viabilidade dos esporos vindos do campo, e posteriormente
aos 28 dias, metodologia utilizada no trabalho de Urashima et al. (2020), o qual teve como
objetivo determinar se os esporos classificados com nota +4 e +5, que originaram de ambas as
variedades inoculadas com os dois isolados distintos, eram viaveis, apresentando capacidade
de germinar. Para a avaliacdo foi utilizado um microscépio Optico, com o aumento de 400x, e
contou-se quantos esporos germinaram a cada 100. Os resultados da viabilidade aos 28 dias

foram submetidos ao teste de Tukey a 5% de significancia.
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Figura 3. Programa Assess 2.0 Image Analysis Software utilizado para a avaliagdo de porcentagem de
area foliar afetada.

4.2. I1: Analise molecular

4.2.1. Extragdo de DNA Puccinia kuehnii

O DNA do patdgeno foi extraido, baseando-se no protocolo de Murray & Thompson (1980),
de pustulas isoladas de origem dos diferentes tratamentos, sendo primeiro do isolado ScPk20-
01 inoculado na variedade RB966928 e o segundo isolado ScPk01-207 inoculado na variedade
RB89-1115. As pustulas foram coletadas das folhas da primeira parte do experimento,
conduzida em ambiente controlado. As pustulas individualizadas foram picadas com lamina de
metal, e colocadas em microtubos de 1,5 ml. posteriormente foi adicionado o 150uL de tampé&o
de extragdo, (0.7M NaCl, 1% CTAB, 50mM Tris-HCI (pH 8.0), 10mM EDTA e 1% 2-
mercaptoetanol) e as amostras foram direcionadas para o banho maria o qual permaneceram
por 2 horas a 65°C. Apds o banho maria, elas foram centrifugadas a 5939g por 5 minutos, e
retirou-se 150uL da suspensao e transferiu para outro microtubo de 1,5mL e em seguida foi
adicionada 150pL de cloroférmio/etanol (24:1), e homogeneizou-se por 2 minutos. As amostras
foram centrifugadas a 15203g por 5 minutos em temperatura ambiente, em seguida foi realizada
a retirada 100uL do sobrenadante de cada amostra e transferidas para outro microtubo de 1,5ml,
onde adicionou-se 70uL de isopropanol, e foi homogeneizada por 2 minutos. As amostras

permaneceram no freezer por 1 hora, e posteriormente centrifugadas a 15203g por 20 minutos
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a 4°C. A solucdo foi retirada para a visualiza¢do do pellet e adicionou-se 1ml de &lcool 70%,
seguindo para ser centrifugadas novamente a 15203g por 10 minutos a 4°C. Em seguida retirou-
se 0 alcool e os microtubos com o DNA passaram para 0 Speed Vacuum por 3 minutos para
haver a secagem. Finalizando o DNA foi dissolvido em 30uL de TE, e armazenados

adequadamente.

42.2. PCR

Os DNAs extraidos foram amplificados com volume de 10uL, o qual foram diluidos em
agua deionizada autoclavada, que consistiu 10 mM Tris-HCL pH 8.8, 50 mM KCL, 2.0 mM
MgCl12, 1uM de cada primer, 200uM dNTPs, 0.5 unidades de Taq DNA polimerase e 2 puL de
DNA genémico. No processo de amplificacdo foi utilizada o Bio-Rad C1000 programado para
um pré-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, hibridizagao
dos primers a 60°C por 30 segundos, extensdo a 68°C por 30 segundos, e 68°C por 4 minutos
(TECHEN et al., 2010). Seguindo para etapa de eletroforese, o qual adicionou-se 5ul de tampao
de carregamento, e as amostras foram pipetadas em gel agarose 3%, diluido em 0,5X TBE. Para
a sua avaliacdo o gel foi corado em brometo de etidio e observado com o auxilio de um

transluminador de luz ultravioleta.

Foram selecionados 15 conjuntos de primers (Tabela 2), dentre os 19 ja testados por
Urashima et al. (2020), o qual apresentaram polimorfismo no trabalho de diversidade de
isolados brasileiros de P. kuehnii.

Tabela 2. Lista de primers designados a Puccinia kuehnii.

Identificacdo Orientacdo Amplificagéo

NPRL_PK_108 Forward: GAGAAATGCAATCCAAGAGGACAG 104-131

Reverse: AAATGACGACATTGGAGACGTTG

NPRL_PK_13 Forward: GATCCAGATCAACACCAGCCTC 177-419

Reverse: ACTACCCATCATCATCCCATTGAG

NPRL PK 132 spka  Forward: GATATCATCGGGAACATCACTTTTG 151

Reverse: AGGAAGGAGTCCCTATCAATCCTC

NPRL_PK_135b Forward: GAGGGAGCATCATATTCATCATCAC 177
Reverse: CTTCATCGACATCTTCATCACCAC

NPRL_PK_16 Forward: GAGGAGATCAGGCTGCTTATCG 167
Reverse: ACGTCACCAGAAGGAATAAGATCG




Forward: ACTTGTTGAGTTTGACTTGCTGGG

NPRL_PK_162_spka 124-180
Reverse: CACCCATCTTCGTTCCAAGTAGTG

NPRL_PK_221 spka Forward: TTTCTGCTGACCGTTCATATCTTG 177-179
Reverse: TGTAGAAGAGCAGGAAGAAGAGGG

NPRL_PK_28_spka Forward: GAGATGATCACCATGGCATTCTTAG 116
Reverse: CTCCGCAACTAAAACCCTACAAAC

NPRL_PK_28 Forward: TGATCCATTTCAAACTGTCAATGC 126
Reverse: AGAAGAAGGAAGAGAGGTGGAAGC

NPRL_PK_37 Forward: CTCTAGCCTGTTCTTACTTGCCTG 141-146
Reverse: GAAACAATATTTGAACACTTTGACTCC

NPRL_PK_382_spka Forward: GAAGGTTCCGATTGAATTTTATTTCC 107-171
Reverse: TAACTCTTCGTTCTTCCTTTCCCC

NPRL_PK_20 Forward: AGCTGCCAATAAACACTCTTCTGG 140
Reverse: AGAAGGAAGGGTCTGAAGAAGGAG

NPRL_PK_60_spka Forward: ATAGCAGGCTGTTGAAGATTCAGG 261
Reverse: TCTGAGAGACCCACAAACAAAATG

NPRL_PK_19 Forward: ATCACTGCCTAATCCAAATTCCAC 140-248
Reverse: AGAGGAAAACTGGAAGAAGGCAAC

NPRL_PK_89_spka Forward: CAAGTATGGTCGTCCATCTCAACC 166

Reverse: TGATTGATGATTGTGGAAGGATTG

26
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5. RESULTADOS
5.1. I:andlise fenotipica

5.1.1. Ocorréncia da doenca avaliada em quatro datas diferentes

Os resultados da avaliacdo de ocorréncia da doenca nas duas variedades (RB966928 e SP89-
1115) avaliadas nos diferentes periodos, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s a inoculacao, obtidos a partir
da porcentagem de area foliar afetada com o auxilio da ferramenta Software ASSESS 2.0., estdo
presentes nas tabelas 3 e 4, e 0s mesmos dados estéo representados nas figuras 4 e 5.

Tabela 3. Porcentagem de area foliar afetada na variedade de cana-de-aglicar RB966928, testadas com dois

isolados de Puccinia kuehnii, ScPk20-01 e ScPk01-207, avaliada em diferentes periodos apés a inoculacgao
(Ensaio 1 e 2).

Variedade RB966928
Area foliar afetada nos diferentes dias avaliados (%6)

ENSAIO 1
14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
ScPk20-01 2,708 a 5,246 a 6,394 a 6,408 a
ScPk01-207 0,288 a 0,472 b 0,756 b 1,528 b
54,09% 31,59% 28,34% 32,02%
ENSAIO 2
14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
ScPk20-01 2,184 a 3,824 a 6,048 a 6,101 a
ScPk01-207 0,33 a 0,928 b 1,07b 1,32b
CVv 41,67% 24,27% 24,95% 36,82%

*Dados foram transformados em +/x + 0,5. Médias na coluna seguidas da mesma letra
nado diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey 5%.

Os dados presentes nas tabelas 3, de porcentagem de area foliar afetada estdo demostrados

nas figuras 4, para que haja uma melhor visualizacdo dos resultados.
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Figura 4. Porcentagem de area afetada da variedade RB966928 ao isolados ScPk20-01 e ScPk01-207 de
Puccinia kuehnii, em diferentes periodos de avaliagdo (14, 21, 28 e 35).

Os resultados de area foliar afetada da variedade RB966928, evidenciam duas reacoes
distintas em func¢do aos dois isolados testados. A primeira reacao foi ao isolado ScPk01-207 de
origem de Araras, da variedade SP89-1115. O tratamento apresentou media de area foliar
afetada baixa em todas as avaliagdes, iniciando aos 14 dias apds a inoculacdo, com média de
porcentagem de area afetada de 0,288%, havendo o aumento relativamente baixo, passando
para 0,472% na avaliacdo aos 21 dias e 0,756% aos 28 dias, e apresentou média de 1,528% na
ultima avaliacdo realizada, aos 35 dias apds a inoculacéo, resultados o qual condiz com trabalho
realizado por Chapola (2013), o qual foi conduzido em casa-de-vegetacéo, e sua avaliagéo de
severidade foi realizada conforme o tempo de laténcia da doenga nas variedades, variando de
18 a 22 dias ap6s a inoculacdo, e apresentou severidade na variedade RB966928 de 0%.
Entretanto, a reacdo da variedade RB966928 foi diferente ao testar com o segundo isolado
(ScPk20-01). As plantas inoculadas apresentaram aos 14 dias, média de area foliar afetada
2,708%, havendo um aumento gradual da area afetada conforme as avaliacGes realizadas,
apresentando média de 5,246% aos 21 dias, e chegou a 6,394% aos 28 dias, e posteriormente a
doenca se estabilizou, ndo apresentando crescimento da média de area afetada aos 35 dias apos

a inoculacdo, com porcentagem de 6,488%.

Segundo a metodologia adotada pelo melhoramento genético da cana-de-agucar que define
se uma variedade é resistente ou suscetivel a um patdgeno, o qual se baseia na interacdo do

patégeno e o hospedeiro classificando como compativel e incompativel. O qual € considerada
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compativel quando a area foliar afetada for superior que 1%, e incompativel quando a &rea
afetada for inferior (Urashima et al., 2020). Logo, a partir dos dados obtidos podemos observar
que a interacdo da variedade RB966928 ao isolado ScPk20-01 foi compativel em todas as
avaliacOes, apresentando area foliar afetada aos 14 dias de 2,708% e chegando aos 6,488% na
ultima avaliacdo aos 35 dias, portanto apresentou comportamento de variedade suscetivel, logo
0 isolado se mostrou ser virulento em relacdo a variedade RB966928. Ja observando os dados
obtidos do segundo isolado ScPk01-207, de origem da UFSCar, nas trés primeiras avaliagoes,
14, 21 e 28 dias, apresentou porcentagem de area foliar inferior a 1%, mostrando uma interacéo
incompativel com a variedade RB966928, reacdo de variedade resistente, se mostrando néo
virulento em relacdo a variedade testada. Porém na avaliagdo aos 35 dias a porcentagem chegou
a 1,5% de area foliar afetada no primeiro ensaio e 1,3% no segundo, o qual pode ter ocorrido
devido a uma coalescéncia das les@es, ja que a ferrugem possui como caracteristica periodo de
laténcia curto, e ndo teria como surgir novas lesdes na planta aos 35 dias apés a inoculagéo, em
situacdo de ambiente controlado. Com isso, conclui-se que aos 35 dias apds a inoculagéo nao é

uma data adequada para estudar diversidade de ragas.

Ao avaliar estatisticamente os resultados, presentes na tabela 3, mostra que na primeira
avaliacdo ndo houve diferenca estatistica entre os dois isolados na variedade RB966928, porém
a compatibilidade dos dois isolados a variedade foi diferente, apresentando compatibilidade ao
isolado ScPk20-01 e incompatibilidade ao isolado ScPk01-207. J& aos 21 dias apds a inoculacdo
os resultados mostraram diferenca estatistica entre os isolados ScPk20-01 e ScPk01-207, o qual
obteve-se area foliar afetada, no primeiro ensaio, de 5,246% quando inoculada com o ScPk20-
01 e 0,472% no tratamento com o inoculo ScPk01-207, apresentando resultados semelhantes
no ensaio 2, com médias de 3,824% (isolado ScPk20-01) e 0,928% (isolado ScPk01-207), o
qual mantém a relacdo incompativel entre os isolados até os 28 dias ap6s a inoculacdo. Nas
demais avaliagdes, 28 e 35 dias, os resultados permaneceram apresentando diferenca estatistica
entre os isolados, nos dois ensaios realizados, evidenciando assim diferente comportamento da
variedade testada (RB966928) quando inoculada aos diferentes isolados, testada em ambiente

controlado.
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Tabela 4. Porcentagem de area foliar afetada na variedade de cana-de-aglcar SP89-1115, testadas com dois
isolados de Puccinia kuehnii, ScPk20-01 e ScPk01-207, avaliada em diferentes periodos apos a inoculagao

(Ensaio 1 e 2).

Variedade SP89-1115

Area foliar afetada nos diferentes dias avaliados (%6)

ENSAIO 1
14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
ScPk20-01 3,09 a 4,078 a 8,324 a 8,858 a
ScPk01-207 3,96 a 9,864 b 13,666 a 22,7825 b
54,09% 31,59% 28,34% 32,02%
ENSAIO 2
14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
ScPk20-01 1,844 b 352D 7,06b 9,882 a
ScPk01-207 8,64 a 9,864 a 14,698 a 17,955 a
CVv 41,67% 24,27% 24,95% 36,82%

*Dados foram transformados em /x + 0,5. Médias na coluna seguidas da mesma letra ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey 5%.

Os dados presentes nas tabelas 4, de porcentagem de area foliar afetada na variedade SP89-

1115 estdo demostrados nas figuras 5, para que haja uma melhor visualizacdo dos resultados.
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Figura 5. Porcentagem de area afetada da variedade RB89-1115 ao isolados ScPk20-01 e ScPk01-207
de Puccinia kuehnii, em diferentes periodos de avaliacdo (14, 21, 28 e 35).
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Nos tratamentos com a variedade SP89-1115 ambos os isolados apresentaram a mesma
compatibilidade em relagéo a variedade em todas as avaliagdes realizadas, apresentando area
foliar superior a 1%, portanto relacdo compativel. Para o primeiro isolado ScPk01-207, a
porcentagem de area foliar afetada foi elevada, apresentando aumento da doenca conforme as
avaliacdes, comecando com 4% aos 14 dias, e chegando a, aproximadamente, 25% na avaliagéo
aos 35 dias, um comportamento comum de uma variedade considerada suscetivel (Chapola et
al., 2016). Ja os resultados do segundo isolado ScPk20-01, apresentou médias de area foliar
afetada inferiores ao tratamento anterior, iniciando com 3% aos 14 dias apo6s a inoculacéo,
havendo um aumento gradual da area afetada conforme as avaliacGes realizadas, chegando a
aproximadamente 9% aos 28 dias, havendo uma estabilidade da doenca, permanecendo com
8% de area afetada aos 35 dias, comportamento semelhante a reacdo da variedade RB966928

ao mesmo isolado (ScPk20-01).

Na anélise estatistica dos dados, tabela 4, no primeiro ensaio na avaliagdo aos 14 dias, 0s
resultados ndo apresentaram diferenca estatistica entre os isolados, apresentando médias de
3,09% no tratamento com o isolado ScPk20-01 e 3,96% no tratamento com o isolado ScPk01-
207, porém no ensaio dois ja houve diferenca entre os isolados desde a primeira avaliacdo, com
médias de 1,844% no tratamento com o isolado ScPk20-01 e 8,64% o tratamento com o isolado
ScPk01-207. Nas avaliagfes subsequentes, ambos os tratamentos apresentaram aumento da
doenca, porém com diferentes niveis, apresentando diferenca estatistica na média de area
afetada em todos os dias avaliados, 21, 28 e 35 dias, em ambos 0s ensaios, com ressalva da
avaliacdo aos 28 dias, no ensaio 1. Portanto, mesmo apresentando diferentes porcentagens de
area foliar afetada ambos os isolados apresentaram interagdo compativel em relacdo a variedade
SP89-1115, assim o isolado ScPk01-207 e ScPk20-01 s&o considerados virulentos a ela,
mostrando que a variedade SP89-1115 néo pode ser considerada uma variedade diferenciadora

para o isolado testado.

Quando avaliamos ambas as variedades com o mesmo isolado, figura 6, podemos observar
que as duas variedades RB966928 e SP89-1115 tiveram comportamentos iguais perante o
isolado ScPk20-01, e comportamento distintos no tratamento com o isolado ScPk01-207.
Evidenciando, assim, a diferenca entre os dois isolados o qual o primeiro foi capaz de causar
doenca na variedade RB966928, assim como causou na variedade suscetivel testada, e o
segundo isolado ndo foi capaz de causar ferrugem alaranjada na RB966928, apresentando o

comportamento de variedade resistente.
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Figura 6. Reacdo das duas variedades RB966928 e SP89-1115 de cana-de-agucar, inoculadas aos diferentes
isolados de Puccinia kuehnii ScPk20-01 e ScPk01-207, avaliados nos dias 14, 21, 28 e 35 dias apés a inoculacéo

Portanto, ao comparar os dois isolados testados, eles apresentaram diferenga na viruléncia
em relacdo a variedade RB966928, pois o primeiro isolado (ScPk01-207) ndo causou a doenca
e 0 segundo (ScPk20-01) apresentou a doenca, com media de area foliar afeada semelhante a

de variedades suscetiveis, no caso do trabalho, a SP89-1115.

A variedade RB966928 ¢é considerada resistente a ferrugem alaranjada, apresentando
médias de severidade da doenca em trabalhos realizados por Araujo et al. (2013); Chapola,
(2013), de aproximadamente ou igual a zero. No presente trabalho os resultados ndo foram
iguais, ao testar o isolado ScPk20-01 em laboratério, com condicGes de clima e iluminacdo
controlada, houve a ocorréncia da doenca, apresentando uma reacdo igual a variedade SP89-
1115, a qual é considerada uma variedade suscetivel a ferrugem alaranjada. Porém essa reacao
foi diferente no tratamento com o isolado ScPk01-207, de origem da UFSCar- Araras, o qual
foi testado na mesma época e com as mesmas condicOes, e apresentou valores de area foliar

afetada significativamente menor, proximos de 0 a 1%.

Os resultados obtidos da porcentagem de area foliar afetada avaliada nas diferentes datas,
podem ser observados nas figuras 7 e 8, em que exemplifica as diferentes reacGes da variedade
RB966928 perante os isolados testados, com destaque ao isolado ScPk20-01, o qual apresentou

ferrugem alaranjada, se mostrando compativel com a variedade.
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RB891115
ScPk20-01 Scpk01-207
10,32% 10,54%  7,01% 7,78% 8,71% 11,28% 15.45% 14,90% ,7530% 16,20%

Figura 7. Viruléncia dos dois diferentes isolados de Puccinia kuehnii na variedade SP89-1115, realizado em
blocos casualizados, com cinco repeticdes, em duplicata.

RB966928
ScPk20-01 ScPk01-207
11,52% 2%  932% 9.97% 7,39% 0,63% 0,33% 0,84% 0,52% 091%

Figura 8. Viruléncia dos dois diferentes isolados de Puccinia kuehnii na variedade RB966928,
realizado em blocos casualizados, com cinco repeti¢des, em duplicata.
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5.1.2. Viabilidade dos urediniosporos

O teste de viabilidade realizada durante a inoculagdo, onde os esporos tiveram origem do
campo, apresentaram médias de porcentagem de germinacdo de aproximadamente 50%, em
ambos o0s ensaios realizados, o qual mostra que os urediniésporos estavam aptos para serem

inoculados e realizar o trabalho.

Aos 28 dias foi avaliado a viabilidade das pustulas +3 e +4 que surgiram nas duas variedades
inoculadas com os dois isolados distintos, ScPk20-01 e ScPk01-207, e suas médias estdo
representadas nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Viabilidade dos esporos de origem da variedade RB966928 de cana-de-acUcar, testadas com dois
isolados diferentes de Puccinia kuehnii, ScPk20-01 e ScPk01-207 (Ensaio 1 e 2).

Viabilidade dos urediniésporos (%0)

Inéculo - RB966928 -
Ensaio 1 Ensaio 2
ScPK?20-01 43,5 a 22,6 a
ScPk01-207 3,3b 2,75 b
CcVv 52,83% 7%

*Viabilidade: médias em cada coluna seguidas da mesma letra nao diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (5%).

O resultado obtido mostra grande diferenca de germinacdo entre os dois isolados das
pustulas que originaram na variedade RB966928. No tratamento com o isolado ScPk20-01, a
porcentagem de viabilidade dos esporos foi de 43,5% no primeiro ensaio e 22,6% no segundo
ensaio, o qual ambos apresentaram diferencga estatistica a 5% de significancia, ao isolado
ScPk01-207 de origem da UFSCar Araras. O qual apresentou meédia de viabilidade
significativamente inferior, com 3,3% no ensaio 1 e 2,75% no ensaio 2. Logo evidencia a
diferenca entre ambos os isolados na variedade RB966928, pois mesmo que no tratamento com
0 isolado ScPk01-207 surgiu um pequeno numero de pustulas esporulantes, elas foram
incapazes de germinar, apresentando um comportamento de variedade resistente. Porém com o
isolado ScPk20-01, o seu comportamento ja foi de variedade suscetivel, com alta viabilidade
dos urediniosporos, além de apresentar porcentagens de germinacdo semelhantes da variedade

SP89-1115 (tabela 6), o qual é considerada suscetivel a ferrugem alaranjada.
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Tabela 6. Viabilidade dos esporos de origem da variedade SP89-1115 de cana-de-acucar, testadas com dois
isolados de Puccinia kuehnii, ScPk20-01 e ScPk01-207 (Ensaio 1 e 2).

Viabilidade dos urediniésporos (%)

SP89-1115
Inéculo Ensaio 1 Ensaio 2
ScPk20-01 385a 18,3 a
ScPk01-207 48,1 a 149 a
CVv 53% 7%

*Viabilidade: médias em cada coluna seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (5%).

J& nos tratamentos com a variedade SP89-1115, os valores de germinacdo de ambos 0s
indculos ndo presentaram diferenca estatistica a 5% de significancia, apresentando germinagédo
de 38,5% no ensaio 1 e 18,3% no ensaio 2 do indculo ScPk20-01. E para o segundo tratamento,
com o inoculo ScPk01-207 apresentou germinacao de 48,1% no ensaio 1 e 14,9% no ensaio 2.
Assim, reafirma o qual a variedade SP89-1115 ndo é considerada diferenciadora para o isolado
estudado. A duplicata do parametro viabilidade apresentou médias inferiores de viabilidade,

porém ainda apresentaram as mesmas diferencas estatisticas que o ensaio 1.

A viabilidade de um esporo € um parametro o qual pode auxiliar na classificacdo da
resisténcia de uma variedade, pois em alguns casos ha presenca de puUstulas esporulantes na
planta, porém elas ndo sdo capazes de germinar, logo ndo completam o ciclo secundario do
patdgeno, ndo causando o aumento da doenca em situacdo de campo. Ademais, uma
caracteristica da ferrugem alaranjada é a capacidade de completar o seu ciclo rapidamente,
sendo assim necessario o controle da doenca por fungicidas, o qual € muito empregado pelo
setor. Porém, se os esporos ndo forem viaveis, esse ciclo € quebrado, e ndo ha a progressao da

doenga com o tempo.

Como a ferrugem alaranjada é uma doenga policiclica, capaz de realizar inameros ciclos
em um curto periodo de tempo, assim, quanto mais ciclos secundarios o patdgeno realizar maior
sera a fonte de inoculo na area, portanto maior a intensidade da doenca (Kranz, 2003). No caso
de experimentos com ferrugem alaranjada em ambiente controlado, ocorre apenas um ciclo,
pois ndo ha condic¢Bes propicias para que ocorra a infecdo do patdgeno na planta, ja que no
ambiente controlado ndo ha umidade nas folhas devido a falta de molhamento foliar, assim néo

fornece condicOes adequadas para que o esporo germine. Por isso a porcentagem de area foliar
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afetada ndo se compara com situagdes de campo, porém o fato de o esporo ser viavel ou ndo, é

um indicador de que haveria ou ndo o aumento da intensidade da doenca em situagcdo de campo.

ScPk20-01 ScPk01-207
(43,5%) (3,3%)

Figura 9. Imagem do microscopio 6ptico, aumento 400x, da avaliagcdo de viabilidade dos urediniésporos (analise
aos 28 dias) das pustulas classificadas como +3 e +4, que surgiram na variedade RB966928, inoculadas com os
diferentes isolados ScPk20-01 e ScPk01-207.

5.1.3.  Visualizacdo das pustulas aos 28 dias

Aos 28 dias apds a inoculacéo foi visualizada as diferentes pustulas presentes nas variedades
(RB966928 e SP89-1115), inoculadas com os diferentes isolados (ScPk20-01 e ScPk01-207),
0s quais estdo presentes nas figuras 10 e 11.

Observa-se que as pustulas que surgiram na variedade RB966928, a partir da inoculacao
com o isolado ScPk20-01 (imagem 1, 2 e 3), apresentaram notas de +5 e +6, com muita
esporulacdo e grande extensdo, o qual ndo se diferem das pustulas que surgiram na variedade
SP89-1115 (imagem A, B e C). Ja a variedade RB966928 quando inoculada com o isolado
ScPk01-207, de origem da UFSCar, as pustulas que surgiram apresentaram pouco ou quase
nenhum esporo, chegando no maximo a nota +3 (imagem 4, 5 e 6), evidenciando a diferenca

de reacdo da variedade RB966928 aos diferentes isolados testados no trabalho.
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RB966928 - ScPk20-01

RB966928 - ScPk01-207

Figura 10. Imagem realizada com o auxilio de uma lupa, aos 28 dias ap6s a inoculacdo. As folhas sdo dos
diferentes tratamentos realizados, ambas da variedade RB966928, sendo 1, 2 e 3 inoculadas com o isolado ScPk20-
01 eas 4,5 e 6 inoculadas com os isolados ScPk01-207.
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SP89-1115- ScPk20-01

T,
N

SP89-1115 - ScPk01-207

Figura 11. Imagem realizada com o auxilio de uma lupa, aos 28 dias ap6s a inoculacdo. As folhas sdo dos
diferentes tratamentos realizados, ambas da variedade SP89-1115, sendo A, B e C inoculadas com o isolado
ScPk20-01 e as D, E e F inoculadas com os isolados ScPK01-207.

5.2. I1: Analise molecular

A partir dos dados obtidos na primeira parte do trabalho, o qual mostra que os dois isolados
testados sé@o diferentes. Foi realizada a segunda parte da pesquisa, avaliando se existe algum
SSR (Simple Sequence Repeats) que evidencia a diferenca molecular entre os isolados. Para
isso, foi realizada a extracdo de mono-puUstula para que houvesse maior confiabilidade nos
resultados.

Foram testados 15 primers no presente trabalho, porém nenhum deles foi capaz de
identificar variacdo genética entre os isolados, apresentando fragmentos de mesmo tamanho.
Logo os microssatélites ja publicados testados no presente trabalho, ndo possuem condicGes de
diferenciar as duas ragas de P. kuehnii avaliadas no estudo.



39

Os marcadores moleculares sdo uma ferramenta muito importante para identificagdo de
polimorfismo no DNA, evidenciando diversidade genética entre as populagdes, através de
tamanho distintos de fragmentos, podendo ocorrer em nivel de qualquer nucleotideo, gene,
cromossomo ou todo o genoma do organismo (Hoshino et al. 2012). Porém, os SSR utilizados
no trabalho ndo foram capazes de identificar diferencas entre isolados de uma mesma espécie a
nivel de 2 a 8 nucleotideos, assim seria necessario continuar os estudos utilizando o SNP (Single
Nucleotide Polymorphisms), o qual € um marcador mais sensivel capaz de identificar diferenca
em apenas um nucleotideo do DNA (Glynn et al. 2010).

T R R R B R

B L T T

Figura 12. Amplificacdo do PCR em gel de agarose em 3%, realizado com os primers
NPRL_PK_ 108, NPRL_PK_135b e NPRL_PK 382 spka, onde os dois isolados de Puccinia
kuehnii, ScPk20-01 e ScPk01-207 obtiveram a mesma altura e ndo mostraram diferenga a nivel
molecular com os primers testados.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho foi identificado diversidade fenotipica entre os isolados de P. kuehnii
de origem de duas variedades distintas, RB966928 e SP89-1115, e coletados em duas
localidades diferentes no estado de Sdo Paulo. Na primeira parte do trabalho, de analise
fenotipica, quando a variedade resistente (RB966928) foi inoculada com o isolado ScPk1-207,
de origem da variedade suscetivel, a reacao foi incompativel, apresentando baixa porcentagem
de area foliar afetada, e os esporos oriundos de suas pustulas ndo apresentaram viabilidade, um
resultado comum para uma variedade considerada resistentes. Entretanto, quando a inoculagéo
foi com o isolado ScPk20-01, de origem da RB966928, houve compatibilidade, havendo
porcentagem de area foliar afetada superior a 1%, e 0s seus esporos eram viaveis, ndo havendo
diferenca estatistica entre o tratamento com a variedade SP89-1115, considerada suscetivel,

logo o isolado ScPk20-01 se mostrou virulento em relacéo a variedade RB966928.

Porém, na segunda parte do trabalho ndo foi encontrado variagdo em nivel molecular entre
os dois isolados, pois os marcadores moleculares microssatélite testados ndao evidenciaram
bandas polimdrficas. Para isso seria necessario estender o trabalho e testar outros tipos de
microssatélite, utilizando os SNP, o qual avalia a diversidade de patdgenos de uma mesma

espécie a nivel de um nucleotideo, diferente do utilizado o qual avalia de 2 a 8 nucleotideo.

Portanto, a partir dos dados coletados no trabalho nas andlises fenotipicas, foi possivel
identificar uma nova raga de P. kuehnii, com diferente viruléncia em relagdo a variedade
RB966928, o qual foi capaz de causar ferrugem alaranjada, e havia perspectiva de ocorrer o
aumento da doenca em condigdes de campo, ja que 0s seus esporos apresentaram viabilidade.
Portanto, a variedade RB966928 pode ser considerada diferenciadora para essa raca de P.

kuehnii, o qual evidenciou a diferenca de viruléncia entre os dois isolados.

Além disso, podemos concluir as datas ideais para avaliar raca fisiologica de P. kuehnii é
até aos 28 dias, pois ao levar em consideracdo apenas a area foliar afetada avaliada aos 35 dias
o0 isolado ScPk01-207 apresentou porcentagem de area foliar afetada maior que 1%, o qual é
considerada interacdo compativel. Entretanto, esse ndo seria um dado verdadeiro, ja que a
porcentagem de area afetada ndo chegou aos 1,5% devido ao nimero de pustula, mas sim pela

coalescéncia das existentes.
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Atualmente, a variedade RB966928 é considerada resistente a ferrugem alaranjada, o qual
ja foi testada em trabalhos anteriores, apresentando incompatibilidade com a doenca (Araujo et
al., 2013; Chapola, 2013). Porém, ja foi relatado em trabalho realizado por Urashima et al.
(2020) que de 25 inoculacdes realizadas a partir de pustulas individualizadas, uma apresentou
compatibilidade com a variedade, o qual ja evidenciava que dentro da populacdo de P. kuehnii
h& subpopulagdes que séo capazes de causar doenca na variedade RB966928.

A existéncia de racas dentro da populacdo de P. kuehnii € um dos principais motivos de
quebra de resisténcia de variedades antes consideradas resistentes (Prasad et al., 2017). Como
ha suposicGes de ter ocorrido na Austrélia no ano de 2000 (Magarey et al., 2001), e na Florida
onde houve quebra de resisténcia de muitas variedades comerciais, antes consideradas
resistentes, em poucos anos (Rott et al. 2016). Por isso, a determinacdo se um isolado é virulento
ou agressivo é de suma importancia para que haja o manejo varietal adequado, pois genotipos
agressivos ocorrem exclusivamente devido a condi¢cdes do ambiente, condi¢des atipicas de
clima que favorecem a doenga no campo, como tempo de molhamento foliar, temperatura ideal,
e umidade relativa do ar. Ja gendtipos virulentos eles possuem a capacidade genética de causar

doenca na variedade, e sdo responsaveis epidemias de doencas no setor (Kover, 1998).
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7. CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos pelos diferentes parametros avaliados, conclui-se que o isolado
ScPk20-01 pode ser considerado uma raca fisiologica diferente de P. kuehnii, o qual é virulento

a variedade RB966928, se mostrando capaz de causar ferrugem alaranjada na variedade.

Na andlise molecular, ndo foi encontrado variagdo genética entre os isolados com os primers

testados no presente trabalho, apresentando fragmentos do mesmo tamanho.
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