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RESUMO

A cana-de-agtcar (Saccharum spp. L.) destaca-se como um dos principais
cultivos no mundo. Virios fatores podem limitar a produtividade da cultura, dentre os
quais a ocorréncia de doencas como a ferrugem marrom causada pelo fungo Puccinia
melanocephala tem destaque, podendo causar perdas de até 50% em variedades
suscetiveis. O uso de variedades resistentes ¢ o método de controle mais efetivo. Um
gene de efeito maior, Brul, ja foi identificado como responsdvel pela resisténcia a
ferrugem marrom, e dois marcadores moleculares (R12H16 e 9020-F4) ja foram
previamente relatados como fortemente associados a esse gene. Nesse sentido, o
objetivo deste estudo foi: identificar a presenca do gene Brul nas variedades de cana-
de-agucar mais plantadas no Brasil e alguns clones de interesse do Programa de
Melhoramento Genético da UFPR. Para isso, foram utilizadas 24 variedades e clones
promissores (CTC, SP e RB), entre as quais 14 desenvolvidas pela RIDESA, que estdo
entre as mais plantadas no Brasil. Como controle positivo foi utilizada a variedade R570
e como controle negativo foi utilizada a variedade NA56-79. Foi extraido o DNA total
dos 24 genotipos e em seguida foi realizada amplificagdo com os marcadores
moleculares R12H16 e 9020-F4. A associagdo da presenca do gene Brul com a
resisténcia a ferrugem marrom foi feita baseada em informacdes bibliograficas a
respeito da resisténcia/suscetibilidade da doenca das variedades em estudo. A presenca
do Brul foi detectada em 20 das 24 variedades/clones promissores analisados, ou seja,
estando presente 83,4% dos gendtipos. A associagdo do gene Brul com os genotipos
desse estudo foi de 100 %, estando ele presente em todas os gendtipos resistentes e,
portanto, completamente associado a resisténcia a ferrugem marrom nas variedades aqui
estudadas. Pode-se concluir que os marcadores R12H16 e 9020-F4 sdao altamente
eficientes em predizer fenotipos resistentes, e que o gene de resisténcia Brul ¢
provavelmente a principal causa de resisténcia a ferrugem marrom nos campos
comerciais de cana-de-agucar do Brasil.

Palavras-chave: Puccinia melanocephala. Saccharum spp. Selegado assistida por
marcadores (SAM). R12H16. 9020-F4.



ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum spp. L.) is one of the main crops in the world. Several
factors may limit crop productivity, among which the occurrence of diseases such as
brown rust caused by the fungus Puccinia melanocephala is highlighted and may cause
losses of up to 50% in susceptible varieties, therefore, the use of resistant cultivars is the
more effective control. A larger effect gene, Brul, has already been identified as
responsible for resistance to brown rust and two molecular markers (R12H16 and 9020-
F4) have previously been reported as strongly associated with this gene. In this sense,
the objective of this study was: to identify the presence of the Brul gene in the varieties
most planted in Brazil and some of interest in the UFPR Breeding Program. For this, 24
varieties (CTC, SP and RB) were used, among which 14 developed by RIDESA, which
are among the most planted in Brazil. For the positive control the variety R570 was
used and for the susceptible control the variety NA56-79. The DNA of the 24 varieties
was extracted followed by amplification with the molecular markers R12H16 E 9020-
F4. The association of the presence of the Brul gene and the resistance to brown rust
was based on bibliographical information, regarding the resistance / susceptibility of the
disease of the varieties under study. The presence of Brul was detected in 20 of the 24
genotypes analyzed, in other words it was present in 83.4% of the genotypes. The
association of the Brul gene with the varieties of this study was 100%, being
completely associated to brown rust resistance in the varieties. It can be concluded that
the R12H16 and 9020-F4 markers are highly efficient in predicting resistance to brown
rust, and that the Brul resistance gene is probably the main source of resistance to
brown rust in commercial fields of sugarcane in Brazil.

Palavras-chave: Puccinia melanocephala. Saccharum spp,. Marker- assisted selection
(MAS). R12H16. 9020-F4.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp. L.) destaca-se como um dos principais
cultivos na agricultura brasileira. O pais ¢ o maior produtor mundial da cultura, tendo

produzido 657,1 milhdes de toneladas na safra 2015/2016 (CONAB, 2016).

Levando em consideragdo o atual cendrio da produgdo brasileira de cana-de-
acgucar ¢ importante que o pais mantenha as altas produtividades, porém vérios fatores
podem limitar a produtividade da cultura. Dentre os quais destacam-se a ocorréncia de

doengas como as ferrugens (GIGLIOTI et al., 2009).

A ferrugem marrom causada pelo fungo Puccinia melanocephala Syd e P.Syd
(1907) € considerada uma das doengas mais importantes no cultivo de cana-de-agucar
devido a ampla distribui¢do geografica e aos danos causados. Essa doen¢a provoca
lesdes no tecido foliar e, consequentemente, interferindo no processo fotossintético da
planta, a qual tem seu crescimento ¢ produgdo prejudicados (MATSUOKA et al., 1999;
TOKESHI e RAGO, 2005).

A principal forma de controle da doenca ¢ o uso de variedades resistentes.
Diante disso, diversos estudos sobre a resisténcia a ferrugem marrom vém sendo
conduzidos. A variedade R570 tem-se mostrado resistente a ferrugem em diversas
regides do mundo e a partir dela diversos estudos buscando o entendimento da

resisténcia a ferrugem marrom foram iniciados (COSTET et al., 2012).

A caracteristica de resisténcia a ferrugem marrom ¢ um fator de alta
herdabilidade (SORDI et al., 1988; HOGARTH et al., 1993). Diante disso através de
mapeamentos e andlises de QTL (Quantitative Trait Loci) foi confirmada a presenca de
um gene com efeito maior de carater dominante, denominado Brul (DAUGROUIS et
al., 1996; RAMDOYAL et al., 1996). E com isso foram desenvolvidos dois
marcadores, R12H16 ¢ 9020-F4, os quais estdo fortemente ligados um ao outro e que
podem funcionar como marcador diagndstico para o gene Brul (COSTET et al., 2012).
Diversos programas de melhoramento genético de cana-de-agucar ao redor do mundo
utilizaram esses marcadores para determinar a frequéncia do gene Brul e validar a

eficiéncia dos mesmos como marcador de diagnostico de resisténcia a ferrugem marrom
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(GLYNN et al., 2012; RACEDO et al., 2013; PARCO et al., 2014; NEUBER et
al.,2017).

Recentemente Neuber et al. (2017) em estudo no Brasil com acessos exéticos
de cana-de-actucar e diversas variedades, verificou a presen¢a do gene Brul em 75,21%
das variedades sendo que todas as variedades classificadas como resistentes possuem o
gene Brul. Também no Brasil, Barreto et al. (2017) verificou a presenca do gene Brul
em 12 de 14 variedades da Ridesa estudadas as quais estdo entre as mais plantadas no

Brasil.

O desenvolvimento de variedades resistentes ¢ um processo longo e trabalhoso.
Nesse sentido, uma alternativa para facilitar o processo ¢ a unido das técnicas
convencionais ¢ o uso de marcadores moleculares (BOREM e MIRANDA, 2005). O
uso de marcadores moleculares tem sido de grande importancia na avaliagdo de
variagdes genéticas, sendo um meio eficiente de associar variagdo fenotipica e
genotipica (VARSHNEY et al.,2005; KALIA et al., 2011), contribuindo também na
identificacdo e caracterizagdo de gendtipos resistentes a doengas (SIMCOX e

BENNETZEN, 1993; BRUNELLI et al., 2002).

Neste contexto o objetivo deste trabalho foi: identificar a presenca do gene
Brul nas variedades de cana-de-acicar mais plantadas no Brasil e em clones
promissores de interesse do Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-agucar da

UFPR.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A CULTURA DA CANA-DE-ACUCAR

2.1.1 Aspectos gerais

A cana-de-agucar ¢ uma planta aldégama, poliploide, C4, que possui capacidade
de armazenar grandes quantidades de sacarose em seu colmo. A sacarose ¢ processada e
convertida em diferentes tipos de a¢ticares e matérias-primas voltadas tanto as industrias
alimenticias e de bebidas, quanto as de etanol combustivel (NEVES e CONEJERO,
2010).

A cana-de-agucar pertence a tribo Andropogoneae, familia Poaceae, género
Saccharum. Nessa tribo encontram-se outras gramineas como o sorgo € o milho. O
género Saccharum compreende 6 espécies S. officinarum, S. spontaneum, S. edule, S.
robustum, S. barberi e S. sinense (D'HONT et al., 1996). A cana-de-ac¢ticar tem como
centro de diversidade, o continente asiatico, porém seu exato centro de origem ¢&
desconhecido. Varios autores tém reportado possiveis locais, estando a [ndia, Indonésia,
Papua, Nova Guiné, China e ilhas da Polinésia entre os mais citados (MUKHERJEE,
1957).

As variedades atuais (Saccharum spp.) sdo provenientes da hibridagao
interespecifica envolvendo principalmente as espécies S. officinarum ¢ S. spontaneum

(PANGE e BABU, 1960; PRICE, 1963).

As plantas de S. spontaneum possuem alto teor de fibra, perfilhamento intenso,
sistema radicular bem desenvolvido e respondem satisfatoriamente a a¢do de patogenos,
todavia apresentam colmos baixos e finos com reduzido teor de sacarose. As plantas de
S. officinarum tem colmos grossos com pouca fibra e elevado teor de sacarose, por
causa dessas caracteristicas sdo denominadas de “canas nobres”. No entanto, possuem
um sistema radicular pouco desenvolvido e suscetibilidade a patéogenos. Por isso, foi

realizado o cruzamento dessas duas espécies, na tentativa de unir as caracteristicas de
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interesse agrondmico, nomeamos esse processo de nobilizagdo (CESNIK e MIOCQUE,

2004).

A espécie S. spontaneum apresenta elevada variagdo fenotipica e ampla
adaptabilidade, podendo ser encontrada em diversas regides da Africa, Europa Oriental
e grande parte da Asia. A espécie S. officinarum pode ser encontrada apenas em jardins
varietais, pois ndo hé registro de sua ocorréncia na natureza, e acredita-se que tenha sido
selecionada pelo homem de formas mutantes de S. robustum (x=10, 2n = 6x = 60),

espécie predominante na Nova Guiné (STEVENSON, 1965).

O genoma da cana-de-agicar ¢ um dos mais complexos entre as plantas
cultivadas. O alto nivel de poliploidia e a ocorréncia de aneuploidia representam um
desafio para os programas de pesquisa em genética e melhoramento (GRIVET E

ARRUDA, 2001).

A participacdo de S. spontaneum (10 a 20%) na composi¢do gendmica da cana-
de-acticar é menor quando comparada com S. officinarum (80%). Contudo, estudos tém
mostrado que a espécie S. spontaneum ¢ a principal responsavel pela diversidade

encontrada nas variedades atuais (PIPERIDIS ez al., 2008).

2.1.2 Importancia econdmica da cana-de-agucar

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agtcar. O pais produziu 657,1

milhdes de toneladas na safra 2015/2016 (CONAB, 2016).

Os principais estados produtores do Brasil sdo Sao Paulo (4,51 milhdes de
hectares), Goias (0,82 milhdes de hectares), Minas Gerais (0,78 milhdes de hectares), e
o Parana (0,62 milhdes de hectares), que totalizam 75,5% da area plantada com cana-de-

agucar no pais (CONAB, 2016).

Mesmo sendo o maior produtor mundial, o Brasil enfrenta grandes dificuldades
econdmicas e politicas na produgio sucroalcooleira. O PROALCOOL, Programa

Nacional do Alcool, criado em 1975/1976, teve seu auge no ano de 1985, quando 96%
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da frota brasileira de automoveis era movida a alcool. As safras entre os anos de 1991 a
1996 permitiram que a producdo de etanol atingisse 12,3 bilhdes de litros, mas,
posteriormente, o programa foi abandonado fazendo com que a producdo de etanol e o

incentivo ao cultivo da cana-de-agucar declinassem consideravelmente (BNDES, 2008).

Atualmente had outros usos para a cultura da cana-de-acticar como o uso do
bagaco, subproduto da moagem dos colmos, que pode ser utilizado ndo apenas na
alimentacdo animal, mas também como fonte de energia renovavel e no aquecimento de
caldeiras. Pode ainda ser utilizado como fonte de celulose e de fibra, como matéria-
prima para madeira composta e na sintese de fibras de carbono. As cinzas, resultantes da
queima do bagaco, tém sido utilizadas nas usinas como adubo. A vinhacga, subproduto
da producdo de etanol, ¢ utilizada para irrigar canaviais funcionando como importante
fonte de matéria organica e de nutrientes inorganicos (BNDES, 2008; SILVA e
MORALIS, 2008).

As preocupagdes relacionadas ao aquecimento global e desenvolvimento
sustentavel também tém orientado pesquisas que visam unir a utilizagdo de
“subprodutos” do processo de producdo a geracdo de energia. O bagaco e a palha de
cana-de-agucar, por exemplo, podem ser queimados nas caldeiras das usinas
sucroalcooleiras, produzindo vapor que move turbinas e gera energia elétrica. Estima-se
que em 2020 esses componentes serdo responsaveis por 15.2 GW, 15% da demanda
doméstica (RIPOLI e RIPOLI, 2008; NEVES ¢ CONEJERO, 2010). Além disso, ¢
promissor o desenvolvimento de bioplasticos, derivados do alcool ou agucar (NEVES e

CONEIJERO, 2010).

2.1.3 Melhoramento genético da cana-de-actcar

O melhoramento genético surgiu, provavelmente, junto com o inicio da
agricultura hd mais ou menos 10.000 anos atras. Desde os primordios o homem busca
plantas superiores, com maior produtividade e resisténcia as doengas. A domesticagdo e
o melhoramento das espécies durante os séculos moldaram a composi¢do genética das
culturas atuais. Essa estruturagdo do germoplasma adquirida ao longo do tempo ¢é a
principal ferramenta utilizada pelos atuais melhoristas nos programas de melhoramento

genético de plantas (BOREM et al.,2005).



19

As primeiras pesquisas no pais com o melhoramento genético da cana-de-
acucar se concentravam principalmente em quatro nucleos: (1) Estacdo de Escada, em
Pernambuco (1913); (2) Estagdo de Campos, no Rio de Janeiro (1916); (3) Estagdo
Geral de experimentagdo de Barreiros, em Pernambuco (1920) e (4) Escola Superior de
Agricultura de Sao Bento, em Tabera, Pernambuco (data incerta). Esses centros de
pesquisa trouxeram valiosas contribui¢des a canavicultura brasileira, estabelecendo
normas, difundindo tecnologias, promovendo intercAmbios e possibilitando a
substituicdo de variedades. Contribui¢des que evitaram o colapso da cultura na década
de 30, depois que as plantacdes de cana-de-actcar foram dizimadas pelo virus do

mosaico (MATSUOKA et al., 1999).

Além das contribui¢des acima citadas, os centros pioneiros em estudos com
cana-de-agucar serviram como base para o surgimento de outros programas de
melhoramento genético no pais, como: o programa do Instituto Agrondomico de
Campinas (IAC), o Programa Nacional de Melhoramento da Cana-de-agucar
(PLANALSUCAR - atual RIDESA), o programa de melhoramento da COPERSUCAR,
atual CTC (GOES et al., 2009).

Em 1990, surge a Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor
Sucroenergético (RIDESA), que assumiu todo o patrimonio fisico e de recursos
humanos do antigo PLANALSUCAR. Apds vinte anos de sua criacdo, a RIDESA ¢
conhecida nacional e internacionalmente como lider no desenvolvimento de novas
variedades de cana-de-acucar. Conta com um banco de germoplasma composto por
mais de 2.500 genodtipos e variedades liberadas com aptiddes para todo o Brasil

(RIDESA, 2010).

O bom desempenho de cultivares de cana-de-agiicar ¢ essencial a todas as
cadeias produtivas do setor sucroalcooleiro. Assim, é necessario o desenvolvimento
continuo de novas variedades que beneficiem os produtores e que atendam as exigéncias
do mercado; caracteristicas que constituem objetivos de programas de melhoramento

genético (BRESSIANI, 2001; PALHARES, 2012).

A variabilidade genética disponivel para selecdo ¢é obtida por meio do

cruzamento entre os genitores de interesse. Para isso, é necessario promover o
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florescimento dos mesmos assim como o seu sincronismo. Muitos s3o os fatores que
influenciam o florescimento da cana-de-actcar, destacando-se o fotoperiodo,
temperatura (18° a 35°C) e umidade. No Brasil, as regides litoraneas dos estados da
Bahia e Pernambuco possuem condigdes climaticas bastante favoraveis ao
florescimento e viabilidade do polen, onde estdo localizadas as estagdes de hibridacio
de diferentes programas de melhoramento. Na auséncia de condi¢des climdticas
especificas para o florescimento da cana-de-agucar, podem ser utilizadas camaras de
fotoperiodo, as quais aplicam condi¢des artificiais que induzem o seu florescimento

(LANDELL e BRESSIANI, 2008).

A cana-de-actcar ¢ propagada vegetativamente. No entanto, o processo de
melhoramento € longo e trabalhoso, o numero de etapas de sele¢do pode variar entre os
programas de melhoramento, atingindo quatro no programa da RIDESA e cinco nos
programas do IAC e do CTC. Considerando o niimero de etapas e de cortes em cada
etapa, pode-se concluir que o desenvolvimento de uma variedade de cana-de-agucar ¢
um processo que exige muito tempo, cerca 9-13 anos (LANDELL e BRESSIANI, 2008;
BARBOSA e SILVEIRA, 2010).

Virias caracteristicas sdo almejadas durante o processo de selecdo, tais como:
resisténcia ou tolerdncia a doencgas, tolerancia a seca, auséncia de florescimento ¢
isoporizacdo, capacidade de brotagdo sob palha e elevada produtividade de agticar

(LANDELL e BRESSIANI, 2008).

2.2 DOENCAS NA CANA-DE-ACUCAR

Existem vdrios fatores limitantes a producdo de cana-de-agucar, entre os quais,
a ocorréncia de doengas que ¢ o principal motivo para a substitui¢do de variedades, isso

devido a queda de produtividade que elas podem provocar (SANTOS, 2008).

Na cana-de-agucar, ja foram descritas 177 doengas (provocadas por fungos,
bactérias, virus e fitoplasmas), das quais 40 ja foram relatadas no Brasil (SANGUINO,
1983). As mais importantes, que causaram grandes prejuizos a cultura canavieira no
Brasil sdo: carvao; escaldadura das folhas, raquitismo das soqueiras; mosaico; estria
vermelha; ferrugem marrom, podridio abacaxi e mais recentemente a ferrugem

alaranjada (CANAVIALIS, 2010).
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2.3 FERRUGEM MARROM

2. 3.1 Importancia econdmica e histéria da doenga

A ocorréncia de doencas constitui um dos principais problemas para a obtencdo
de altas produtividades na cana-de-actcar. Dentre as principais doengas a ferrugem
marrom, causada pelo fungo Puccinia melanocephala, destaca-se por causar altas
perdas em variedades suscetiveis. Nesse sentido, um dos principais objetivos dos
programas de melhoramento genético ¢ a obtencdo de variedades resistentes a essa

doenga (MACCHERONI e MATSUOKA, 2009).

Desde seu primeiro relato na india em 1950 a ferrugem marrom acompanha as
regides canavieiras do mundo. No entanto, somente em 1978 foi considerada uma
doenga de importancia econdmica quando foi introduzida no caribe (RALOFF, 2001).
Sua importancia ¢ devido as perdas que podem causar, visto que existem relatos de

perdas de até 50% no México em 1981 (PURDY et al. 1983; COMSTOCK, 1994).

No Brasil a doenga foi relatada pela primeira vez em 1986, no municipio de
Capivari, Sdo Paulo (AMORIM, 1987). Acredita-se que a doenga veio do continente
africano para o Brasil. Devido a facil disseminag¢do do patdégeno pelo vento, a doenca
atingiu rapidamente outros estados, causando perdas de até 50% em variedades
suscetiveis (MATSUOKA, 1999). Além disso, a ferrugem marrom causa também
perdas para os programas de melhoramento, devido a eliminacdo de clones nas fases de
sele¢do, com boas caracteristicas agrondmicas, porém suscetiveis (COMSTOCK, 1994;

TOKESHI e RAGO, 2005).

A doenca alcangou seu pico em 1992 nos canaviais paulistas, estima-se que o
prejuizo na produgdo chegou a 8,74% e as perdas a US$107 milhdes devido ao cultivo
predominante de gendtipos que ndo apresentavam niveis satisfatorios de resisténcia
como a SP70-1143, SP71-6163, SP71-1406 ¢ NA56-79 (CARDOSO E SANGUINO,
1988; MOURA, 1999).
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Ha diversos meios de controle da doenga porém, o uso de variedades
resistentes ¢ o mais eficiente ¢ econdmico método de controle (TOKESHI ¢ RAGO,

2005).

2.3.2 Sintomatologia e etiologia da doenga

A ferrugem marrom ¢ causada pelo fungo Puccinia melanocephala,
pertencente a divisdo Basidiomycota, classe Teliomycetes, ordem Uredinales, familia

Puccinaceae (SYD e P. SYD, 1907).

O fungo produz dois tipos de esporos os uredinidsporos, esporos de reprodugao
assexual, e os teliosporos, esporos de reproducdo sexual. Os urediniosporos possuem
coloragdo marrom canela a marrom escuro, sem espessamento apical, ovoides,
ornamentacdo equinulada, com quatro a cinco esporos germinativos equatoriais

(MOURA, 1999; APARECIDO, 2016).

Ambos os esporos produzidos por P. melanocephala podem germinar, mas a
infeccdo ocorre somente por meio dos uredinidosporos, que sdo transportados
principalmente pelo vento, além de gotas de 4gua, roupas e materiais vegetais
contaminados. A germinac¢do do fungo ¢ favorecida em temperaturas entre 21°C e 26°C
e umidade relativa do ar acima de 99%. Para otimizar a germinac¢do dos esporos &

necessaria a presenca de dgua na superficie da folha (CARDOSO e SANGUINO, 1988).

Apds a germinagdo o tubo germinativo ¢ diferenciado em haustorios, o qual vai
penetrar nos tecidos das plantas por meio dos estdmatos e ¢ responsavel pela absor¢do
de nutrientes. Entre 10 a 14 dias ap6s a infecgdo € possivel observar pustulas nas folhas,

as quais irdo liberar esporos para o meio ambiente (SAGUINO e TOLEDO, 1983).

A manifestacio da doenga ¢é sazonal, sua ocorréncia ¢é favorecida por
temperaturas amenas ¢ estacdes Umidas, nos meses de junho a agosto € novembro a
janeiro. Sob altas temperaturas e/ou baixa umidade os esporos tornam-se inviaveis

(SANGUINO e TOLEDO, 1983; GARCIA et al., 2007; GIGLIOTI et al., 2009).

Os sintomas causados pela ferrugem marrom sdo semelhantes aos causados por
outras ferrugens, ocorrendo na parte aérea da planta (Figura 1). O sintoma inicial do

ataque ¢ o aparecimento de pequenas pontuagdes cloroticas, as quais progridem para
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manchas alongadas de coloragdo amarelada que podem ser observadas em ambas as
superficies das folhas. Essas manchas aumentam rapidamente de tamanho e adquirem
coloragdo avermelhada. Na face inferior das folhas € possivel observar as pustulas de
colorag@o amarelada a marrom escuro. Em variedades altamente suscetiveis as pustulas
agrupam-se e quando essas coalescem ocorre a necrose dos tecidos, geralmente nas
folhas mais baixas, reduzindo a taxa fotossintética, a quantidade de perfilhos, a
produgdo de biomassa e consequentemente, a produgdo de cana-de-agiicar (CARDOSO

e SANGUINO, 1988; SACILOTO, 2003; MACCHERONI e MATSUOKA, 2009).

VSISUGAR.COM, 2016.

As plantas mais sensiveis ao ataque do fungo sdo aquelas de dois a oito meses
de idade, assim como cana-planta em relag@o a cana-soca. O patdgeno tem curto ciclo
de vida, permitindo o aparecimento de epidemias dentro de 5 a 6 semanas, e a cultura,
de aspecto inicialmente verde, se torna avermelhada devido a formagdo macigca de

pustulas na superficie abaxial das folhas (RYAN e EGAN, 1989).
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A melhor maneira de se avaliar a doenga ¢ quantificando a porcentagem da
area foliar sintomatica, comparada a area foliar total (KLOSOWSKI et al., 2013). A
escala diagramatica proposta por Amorim et al. (1987), ¢ a mais utilizada atualmente, a
qual estipula 9 notas, onde 1 a 3 refere-se as plantas classificadas como resistentes, 4 a 6
intermediarias, e 7 a 9 plantas suscetiveis. A avaliagdo ¢ feita utilizando a folha + 3 de
cada planta. Sood ef al. (2009) propuseram uma escala para classificar a doenca que
vem sendo bastante utilizada devido a facilidade. As notas vao de 0 a 4, onde 0 = sem
sintomas, 1= manchas cloroéticas, 2 = lesdes, 3 = uma a cinco pustulas com esporulacio
e 4 = cinco ou mais pustulas com esporulacdes que coalescem, causando necrose na
area foliar. Genotipos que apresentam nota de 0 - 1, sdo classificados como resistentes,

2, considerados moderadamente resistentes, e 3 - 4, suscetiveis.

2. 3.3. Melhoramento genético e a ferrugem marrom

A obten¢do de gendtipos resistentes a doengas é um dos principais objetivos
dos programas de melhoramento genético. A selecdo de genotipos resistentes a
ferrugem marrom acontece nas fases iniciais de um programa de melhoramento
genético. Isso ocorre porque a herdabilidade da resisténcia a ferrugem marrom ¢ alta.
Diante disso uma boa estratégia para o desenvolvimento de variedades resistentes ¢ a
eliminagdo de parentais suscetiveis (COMSTOCK et al. 1994; HOGARTH et al. 1993;
RAMDOYAL et al. 1996).

Ido et al. (2006), avaliaram a incidéncia e severidade da ferrugem marrom em
clones de cana-de-agticar no estado do Parana e concluiram que os primeiros meses do
ciclo de desenvolvimento da cana-de-agucar podem ser mais eficientes para a selecio de
clones resistentes a ferrugem. A selecdo para individuos resistentes a ferrugem marrom
¢ facilmente realizada na terceira fase de selecdo (T3), onde os clones sdo avaliados
quanto ao grau de severidade a doenga. Nas fases finais, ¢ feito um estudo detalhado
com a finalidade de integrar resisténcia e manejo da época de plantio e colheita para
controlar a doenga em clones que possuem certo grau de suscetibilidade, mas que

apresentam grande potencial produtivo (MATSUOKA et al., 1999; MOURA, 1999).

Tai et al. (1981) sugeriram que a resisténcia a ferrugem marrom € parcialmente

dominante. Entretanto, Hogarth et al. (1993), por meio de uma reandlise de dados,
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concluiu que 67% da variancia genética ¢ aditiva, e que a resisténcia a ferrugem marrom
apresenta alta herdabilidade. Sordi et al., (1988), destacaram a importancia da escolha
dos genitores, onde cruzamentos entre genitores resistentes dariam origem a progénies
resistentes a doenga, visto que essa € uma caracteristica de alta herdabilidade e

transmitida com eficacia.

Daugrois et al. (1996) e Ramdoyal et al. (1996) utilizaram progénies de
autofecundagdo da variedade resistente a ferrugem marrom R570 e observaram uma
segregacdo de 3:1 (resisténcia: suscetibilidade) indicando que existe um gene de efeito

maior o qual confere resisténcia a ferrugem marrom.

Asnaghi et al. (2000) inocularam a variedade R570 com isolados de P.
melanocephala provenientes do Brasil, Colombia, Flérida, Guadalupe e Zimbabue,
sendo verificado a existéncia de um Unico gene principal (“major gene”) responsavel
pela resisténcia a ferrugem marrom, indicando que esse possui grande potencial de

melhorar a resisténcia a ferrugem marrom em diversas regides geograficas.

A durabilidade da resisténcia a ferrugem marrom ¢ considerada finita devido a
variabilidade do patdgeno, bem como a habilidade de P. melanocephala de adaptar,
superando a resisténcia da planta. Na Florida, por exemplo, as variedades CP78-1247
(RAID et al., 2000), CL73-239 e CP74-2005 (SHINE et al., 2005), classificadas como
resistentes, passaram a ser suscetiveis, caso semelhante aconteceu em Louisiana com a
variedade LCP85-384, que ocupava 90% da éarea plantada (GLYNN et. al., 2012). Esse
fendmeno pode ser explicado pelo ciclo de “boom-and-bust” proposto por Priestly
(1978), que ocorre quando uma determinada variedade resistente ¢ largamente utilizada
em campo, criando uma pressdo de sele¢do pelo patogeno levando ao aparecimento de

uma nova raca do fungo e, por consequéncia, quebra a resisténcia da variedade.
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2. 4. RESISTENCIA DE PLANTAS E VARIABILIDADE DE Puccinia

melanocephala

O uso de variedades resistentes apresenta vantagens em relacdo a outros
métodos de controle como: requerem pouca ou nenhuma tecnologia adicional para seu
uso, o custo ¢ compativel com o que os produtores podem pagar e ndo sdo poluentes ao
meio ambiente. As plantas podem ser definidas como resistentes e tolerantes, a
resisténcia descreve os efeitos de genes de uma dada planta hospedeira capazes de
restringir ou mesmo prevenir a multiplicacdo do patdgeno em seus tecidos. A tolerancia
ao dano ¢ independente da resisténcia e diz respeito a habilidade de uma dada planta
hospedeira em compensar ou recuperar-se dos efeitos adversos de ataque por

determinado patogeno e produzir bem (TRUDGILL, 1991).

Para que ocorra a resisténcia da planta a mesma reconhece a agdo do patdgeno
e ativa mecanismos de defesa. Uma planta que ndo reconhece o patdgeno € suscetivel.
Na natureza, a resisténcia de plantas a doengas ¢é regra ao passo que a suscetibilidade ¢
exce¢do, pois ha uma infinidade de microrganismos aos quais as plantas estdo
diariamente expostas, € apenas uma pequena por¢do desses microrganismos ¢ capaz de
causar doencas em plantas. Esse fato ¢ garantido por mecanismos pré-formados
(espessura da cuticula, nimero e disposicdo de estomatos e tricomas) e pos-formados
(substancias quimicas como fungitdxicas e antiproteicas) atuantes nessas plantas e que
em conjunto ¢ chamada de resisténcia de planta ndo hospedeira (PASCHOLATI, 1995).
Além dessas barreiras fisicas e quimicas as plantas possuem ainda um sistema de defesa

que possibilita a identificacdo de microrganismos patogénicos.

Assim como resisténcia e tolerancia relacionam-se a planta hospedeira, os
termos correspondentes aplicados ao patdgeno sdo patogenicidade e viruléncia.
Patogenicidade refere-se a capacidade do patdogeno de causar doenga, ou dano (no geral,
medido em termos de redugdo na produg¢?o), e viruléncia a sua capacidade de suprimir

ou neutralizar a a¢do dos genes de resisténcia da planta (TRUDGILL, 1991).

Quando determinado patogeno se torna adaptado a uma espécie de planta esse
suprime, por meio de fatores de viruléncia, parte dos mecanismos de defesa da planta.

Porém, quando a planta hospedeira possui genes especificos de resisténcia que a tornam
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capazes de detectar a presenca do patdogeno e suprimir os seus fatores de viruléncia, o
estabelecimento desse na planta ndo ocorre. A evolugdo do patdégeno ocorre, entdo,
quando ele se torna capaz de se estabelecer na planta sem que essa detecte sua presenca

(BENT e MACKEY, 2007).

As interagdes plantas-patdégenos sdo co-evolutivas, marcadas por relacdes
geneticamente controladas por patdgenos e seus hospedeiros. Assim, quando ocorrem
modificagdes genéticas em um dos componentes, podem ocorrer modificacdes genéticas
na populacdo do outro (CAMARGO, 1995). Uma metafora popular na literatura vé€ a
co-evolucdo de genes R de resisténcia na planta e Avr de aviruléncia no hospedeiro
como uma corrida armamentista. Nesta, um gene R ¢ derrotado como resultado de uma
mutacdo no gene de aviruléncia correspondente, que permite ao patdgeno escapar ao
reconhecimento pelo hospedeiro (ELLIS ez al., 2000), essa interagdo permite entdo que

novos niveis de relagdo entre esses organismos possam ser gerados.

A existéncia de diferentes ragas fisioldgicas de P. melanocephala ndo ¢ um
consenso. Um estudo realizado na Flérida sugeriu a existéncia de quatro ragas
patogénicas, levantando a hipotese de que variantes patogénicas surgem nas regides
produtoras e sdo paralelas ao desenvolvimento de novas variedades (SHINE et al.
2005). Porém, Asnaghi et al. (2001) demonstraram que o principal gene de resisténcia
relacionado a ferrugem marrom provoca resisténcia contra varios isolados coletados em
diferentes areas geograficas, e Asnaghi ef al. (2004) relatam que a quebra de resisténcia
a ferrugem nao foi observada nas Ilhas Reunido e em varios outros lugares nas ultimas

décadas, apesar do intensivo cultivo da variedade R570 nesses locais.

2.4.1 Heranga da resisténcia da cana-de-agucar a ferrugem marrom

Ja foi ressaltado anteriormente que a ferrugem marrom € controlada
principalmente pelo uso de variedades resistentes a doenga (MAGAREY, 2005). Por
isso, diversos estudos sobre a heranga da resisténcia a ferrugem marrom vém sendo

conduzidos.

Usando uma populagdo de auto fecundagdo da variedade R570, Daugrois ef al.

(1996) identificaram um gene maior de resisténcia (Brul), que segregava como um gene
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simples dominante. Um mapeamento adicional para a mesma populagdo realizado por
Asnaghi et al. (2000) utilizando a sintenia entre Poaceaes determinou a localizag¢do do

gene de resisténcia no grupo de ligacdo VII do mapa da R570.

Asnagui et al. (2004) utilizaram marcadores AFLP em um bulk da progénie de
R570 de 695 individuos, identificaram oito marcas rodeando o gene Brul. Os autores
demonstraram que o principal gene de resisténcia relacionado a ferrugem marrom

provoca resisténcia contra varios isolados coletados em diferentes areas geograficas.

Analisando um painel de 380 cultivares onde dois marcadores moleculares
PCR- especificos o R12H16 e o 9020-F4 foram ligados ao gene de efeito maior de
resisténcia a ferrugem (Brul), Costet et al. (2012) confirmaram esse gene em 86% dos
194 acessos resistentes utilizados, revelando que constitui a principal fonte de
resisténcia das variedades modernas. Nesse estudo os autores verificaram a auséncia de
marcas ligadas a Brul em algumas variedades resistentes, indicando a presenca de
outras fontes de resisténcia a ferrugem marrom, o que corrobora com Raboin et al.
(2006), que observaram outro gene de resisténcia a ferrugem marrom utilizando uma
populacdo de mapeamento entre o clone MQ76-53 e a variedade R570, chamando-o de
Bru2, que foi considerado o segundo gene maior de resisténcia conhecido para

resisténcia a ferrugem marrom em cana-de-agucar.

Em estudo na Florida, Glynn et al. (2012) utilizaram os marcadores que
flanqueiam o gene Brul para determinar a frequéncia do mesmo nos clones utilizados
no Programa de Melhoramento Genético Canal Point (CP). Os marcadores foram
positivos em 285 dos 1.072 clones (27%), os quais representam a base genética das
variedades desenvolvidas na Florida. Dos clones classificados como resistentes a
ferrugem marrom, 59% possuem o gene Brul, enquanto que nenhum dos clones
classificados como suscetiveis contem o gene. Além disso, foram genotipados 603
clones, os quais foram separados de acordo com a década de seu lancamento. Nesse
estudo foi observado o crescimento da frequéncia do Brul ao longo dos anos, que
coincide com a introdugcdo da ferrugem-marrom na Florida (1979). Os resultados
apresentados mostram que o gene Brul ¢ a principal fonte de resisténcia a ferrugem-

marrom na Florida.
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Em Tucuman, Argentina, a frequéncia do gene Brul foi baixa. Dos 129
genoétipos avaliados, 49 foram classificados como resistentes, e apenas 8 (16,3%)
possuem o gene. A baixa frequéncia do gene indica que provavelmente existe outra
fonte de resisténcia a ferrugem-marrom no banco de germoplasma de Tucuman, a qual
pode ser importante para ampliar a estreita base genética da resisténcia a ferrugem-

marrom (RACEDO et al., 2013).

Parco et al. (2014) determinaram a frequéncia do gene Brul em 506 clones,
dentre os materiais estdo inclusos: variedades, clones elites, clones de primeira geragdo
e acessos de germoplasma exdtico/selvagem utilizados pelo Programa de Melhoramento
Genético de Louisiana-USA. A maior frequéncia do gene Brul (28,7%) foi observada
no grupo de acessos de germoplasma. Em variedades e clones elites apenas 4,3% dos
genoétipos possuem o gene. Além disso, alguns gendtipos apresentaram variagdo no
tamanho das bandas geradas por meio dos produtos de amplificacdo dos primers

R12H16 e 9020-F4, sugerindo uma possivel variagdo alélica do gene Brul.

Em estudo mais recente aqui no Brasil, Neuber et al. (2017) utilizaram 391
gendtipos, entre eles as principais variedades plantadas atualmente no pais e verificaram
a presenca do Brul em 73,5 % das variedades. Os autores ressaltam a eficiéncia do gene
para a resisténcia a ferrugem marrom e que o uso dos marcadores deve ser aplicado nas
etapas iniciais dos programas de melhoramento de cana-de-agucar. O que corrobora
com Barreto et al. (2017), que validaram a eficiéncia dos marcadores R12H16 e 9020-
F4 e afirmaram que os mesmos sdo altamente eficientes em predizer a resisténcia a

ferrugem marrom.

2.5. O USO DE MARCADORES MOLECULARES NO MELHORAMENTO
GENETICO DA CANA-DE-ACUCAR

Nos programas de melhoramento, os marcadores tém véarias aplicacdes, tais
como: (1) auxiliar na identificacdo de gendtipos superiores envolvidos em
policruzamentos de forma a direcionar os cruzamentos; (2) estimar a variabilidade
existente, a fim de ndo restringir a base genética do material e explorar a heterose
proveniente de cruzamentos entre individuos divergentes; (3) identificar genes

especificos ou regides que contenham genes responsaveis por caracteres qualitativos e
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quantitativos, o que permite direcionar a selecdo dos individuos por meio de seu
gendtipo, ainda nas primeiras fases de selecdo, ou mesmo desenvolver plantas
transgénicas. Além dessas vantagens, os marcadores moleculares sdo extremamente
uteis, pois sdo numerosos ¢ ndo sdo alterados devido a condi¢des ambientais e/ou

estadio de desenvolvimento do organismo (CRESTE et al., 2008; KALIA et al., 2011).

Os marcadores moleculares comegaram a ser utilizados na década de 80 e sdo
assim denominados por utilizarem o polimorfismo da molécula de DNA, havendo por
isso grande variedade de técnicas desenvolvidas. Os marcadores moleculares ocorrem
em grande niimero, o que possibilita a satura¢do de genomas de diferentes espécies e o
mapeamento dos locos que controlam caracteres quantitativos, o que ndo era possivel
com o uso de marcadores fenotipicos e isoenzimaticos até entdo disponiveis devido a
baixa cobertura do genoma para trabalhos com caracteres quantitativos (THODAY,

1961).

O uso de marcadores moleculares também tem contribuido na identificacdo e
caracterizagcdo dos efeitos fenotipicos de genes de resisténcia a pragas e doencas de

diversas culturas (SIMCOX ¢ BENNETZEN, 1993; BRUNELLI et al., 2002).

Existe uma grande variedade de marcadores moleculares, dentre esses baseados
na hibridizacdo, destaca-se o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). O
surgimento de técnicas baseadas na Reacdo de Polimerizagdo em Cadeia (PCR)
possibilitou a ampliagdo do uso de marcadores moleculares devido a facilidade de
emprego, rapidez, versatilidade e sensibilidade do método. Entre os marcadores
baseados em PCR estdo o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), o AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism), o ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e
os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) (VARSHNEY et al., 2005;
KALIA et al., 2011).

Foram encontrados dois marcadores, R12ZH16-PCR e 9020-F4-Rsal, que estio
ligados ao gene Brul no mapa genético da variedade R570, e mostraram-se fortemente
associados a resisténcia a ferrugem-marrom, visto que os marcadores foram totalmente

ausentes em acessos suscetiveis (COSTET et al., 2012).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR UTILIZADOS

Um total de 24 gendtipos de cana-de-agucar foram utilizados neste estudo,
sendo 14 pertencentes a RIDESA (sigla RB), 8 do Centro de Tecnologia Canavieira e
COPERSUCAR (siglas SP e CTC), a variedade R570 como controle positivo para o

gene Brul e a variedade NA56-79 como controle negativo (Tabela 1).

TABELA 1: GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR AVALIADAS QUANTO A PRESENCA DO
GENE BRU! E SEUS RESPECTIVOS GENITORES.

SP80-1816

SP71-1088

GENOTIPOS GENITOR FEMININO GENITOR MASCULINO
CTC4 SP83-5073 ?
CTC15 SP84-2025 ?
NAS56-79 Co419 SELF
R570 H32-8560 R445
RB006970 RB855536 SP80-1816
RB036066 SP70-1143 SP77-5181
RB036088 RB855595 ?
RB036091 RB855589 ?
RB036152 SP83-5073 RB867515
RB72454 CP53-76 ?
RB835054 RB72454 NA56-79
RB845210 RB72454 SP70-1143
RB855156 RB72454 TUC71-7
RB855453 TUC71-7 ?
RB855536 SP70-1143 RB72454
RB867515 RB72454 ?
RB92579 RB75126 RB72199
RB966928 RB855156 RB815690
SP70-1143 TAC48-65 ?

H57-5028
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SP80-1842 SP71-1088 H57-5028
SP80-3280 SP71-1088 H57-5028
SP81-3250 CP70-1547 SP71-1279
SP83-2847 HJ5741 SP70-1143

A escolha das variedades foi baseada nas 10 mais plantadas na regido centro-
sul do Brasil, e alguns gendtipos que ndo tinham a informagdo quanto a presenga ou
auséncia do gene Brul, considerados variedades promissoras para o programa de
melhoramento da RIDESA. As variedades SP70-1143 e NAS56-79 foram escolhidas

como controles negativos e também por serem genitores importantes.

3.2 EXTRACAO, QUANTIFICACAO E INTEGRIDADE DO DNA

O DNA foi extraido de amostras de folhas das variedades/clones promissores
provenientes da Estacdo Experimental da UFPR em Paranavai, PR. As folhas +3 foram
coletadas, acondicionadas em sacos plasticos e enviadas para o Laboratério de
Epidemiologia Molecular, do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo da UFPR.
No qual, prosseguia-se a extracdo de DNA. Para a mesma, foi usado aproximadamente
3 gramas de tecido vegetal, que foi macerado com nitrogénio liquido até formar um pd
fino.

A extragdo de DNA aconteceu de acordo com o protocolo de Doyle e Doyle
(1987), com algumas modificacdes. Para a precipitacdo do pellet as amostras ficaram
incubadas com isopropanol gelado por um dia no freezer a -20° C. Como o pellet estava
muito escuro foi realizada a lavagem com NaCl que ¢ um passo opcional do protocolo e
para evitar perdas de DNA com o excesso de lavagens s foi usado o alcool 70% uma
vez.

O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria utilizando o
equipamento NanoDrop ND- 2000c (ThermoScientific) e 1 pL de cada amostra. A
relagdo entre as absorbancias 260/280 nm foi utilizada para estimar a contaminacao por
proteinas, e as absorbancias 230/260 nm para verificar possivel contaminagdo por sais

ou compostos fenolicos. Foram considerados de boa qualidade os DNAs cuja relagio
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230/260 nm e 260/280 nm estivessem entre 1,8 e 2,0. Além disso, para comprovar a
integridade do DNA, o mesmo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%.

Apos a quantificacdo o DNA foi diluido em TE pH 8,0 para a concentragdo de 50 ng/ul.

3.3 AMPLIFICACAO COM OS PARES DE PRIMERS RI12H16 E 9020-F4 E
DIGESTAO COM A ENZIMA RSAI

Para a obtencdo dos fragmentos especificos (marcadores) de 570 pares de bases
(pb) e de 200 pb indicadores da presenga do gene Brul, foram utilizados
respectivamente os pares de primers R12H16 e 9020-F4 descritos por COSTET et al.,
(2012).

O protocolo para a reagdo de PCR foi o mesmo descrito por Costet et al.,
(2012), com algumas modificagdes efetuadas. Ambas as reagdes foram conduzidas em
um volume final de 25 pl contendo: 12,5ul de PCR MasterMix que ja contem a TAQ,
MgCl> e DNTP’s em concentragdes 6timas de uso, 1uM de primer Foward e 1uM de

primer Reverse, 50 ng de DNA gendmico e dgua miliQ.

O programa de amplificagcdo foi 0 mesmo para os dois primers de acordo com a
ciclagem a seguir: desnaturacao inicial por 4 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos, cada
ciclo a 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento de 55°C por 45 segundos, e
extensdo de 72°C por 72 segundos, seguida de um passo de extensdo final a 72°C por 8

minutos em termociclador Mytermoclycler (BioRad).

Para o par de primer 9020-F4, ap6s a PCR foi feita a digestdo do produto
amplificado utilizando 15 pl. do mesmo, 5 U/uL da enzima Rsal, Buffer 1x, 50 mM
acetato de potéssio, 20 nM Tris-acetato, 10 mM acetato de magnésio e 100 pL/mL de
BSA pH 7,9, completando-se com 4gua até o volume de 25 pL. Os produtos da reagdo
foram incubados em termociclador a 37°C por 2 horas para a produg@o de um fragmento

especifico de 200 pb.
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3.4 VISUALIZACAO DOS FRAGMENTOS DE 570 PB E 200 PB

Aos produtos da amplificacdo pelo par de primers R12H16 e da digestdo do
produto da amplificagdo gerado pelo par de primer 9020-F4 foram adicionados cerca de
3 uL de corante de carregamento 6X Blue/Orange loading dye. Os produtos dessas
reacdes foram submetidos separadamente a eletroforese em gel de agarose a 2%, para o
par de primer R12H16, e a 3%, para o par de primers 9020-F4 Rsal, utilizando como
marcador de peso molecular o ladder de 100 pb. Os marcadores foram visualizados em

transluminador UV (Aphalnooteck).

A variedade R570 foi utilizada em todas as reagdes de amplificagdo como
padrdo positivo, visto que, a mesma possui o gene Brul, como descrito em literatura

(ASNAGUI et al., 2004).

3.5 AGRUPAMENTO DAS VARIEDADES QUANTO A SUSCETIBILIDADE OU
RESISTENCIA A Puccinia melanocephala

A associacdo da presenca do gene Brul com a resisténcia a ferrugem marrom
das variedades/clones promissores avaliados foi feita com base em informagdes
bibliograficas (SANTOS, 2008; CATALAGO NACIONAL DE CULTIVARES RB DE
CANA-DE-ACUCAR, 2010 ¢ 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 QUANTIFICACAO E INTEGRIDADE DO DNA

A extracdo de DNA ¢ a principal etapa para se ter sucesso nas andlises de
DNA, independente do tipo de estudo molecular que sera feito, as preparacdes de DNA
devem produzir amostras puras suficientes para ndo inibir os tratamentos enzimaticos
ou interferir nos padrdoes de migracdo de gel em eletroforese (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Diversos autores descrevem problemas no isolamento e
purificacdio de DNA vegetal de boa qualidade, principalmente contaminagdes com

polissacarideos, compostos fenolicos e secundarios.

Por meio da quantificacdo por espectofotometria foi possivel verificar a
qualidade do DNA extraido para poder verificar possiveis contaminacdes com o0s
compostos descritos. Os valores das relagdes entre as absorbancias 260/280 ¢ 230/260
ficaram préximos a 2, que € considerado o ideal para amostras sem contaminac¢des por
proteinas e compostos fenolicos (Tabela 2). A qualidade da extrag¢do foi confirmada em

gel de agarose 0,8% (Figura 2).
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FIGURA 2: GEL DE AGAROSE 0,8% MOSTRANDO A QUALIDADE DA EXTRACAO DO DNA
GENOMICO DAS 24 VARIEDADES DE CANA-DE-ACUCAR UTILIZADAS PARA AVALIAR A
PRESENCA DO BRUI.
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TABELA 2: QUANTIFICACAO DE DNA GENOMICO DAS VARIEDADES DE CANA-DE-
ACUCAR EM NANODROP ND-2000C (THERMOSCIENTIFIC).

Variedade DNA ng/pl 260/280 260/230
RB006970 4848 2,03 2,10
RB845210 543,0 1,98 1,99
RB855536 2732,6 1,97 2,12
RB855453 241,9 1,94 1,90
RB036088 217,5 2,06 2,00
RB966928 4762,3 1,96 2,17
RB036091 1261,3 2,09 2,11
RB036152 281,1 2,07 1,86
RB835054 474.,0 2,07 1,86
RB036066 464.,9 2,11 2,00
RB855156 12443 2,19 2,09
RB867515 1678,4 2,07 2,16
RB92579 1871,6 1,89 2,21
RB72454 567,8 1,97 1,89
SP70-1143 4824 2,02 1,98
SP83-2847 1742,3 2,10 2,15
SP81-3250 507,7 2,08 2,02
SP80-1816 2777,3 2,05 2,80
SP80-1842 461,2 2,11 2,04
SP80-3280 2194,8 2,04 2,10
CTC4 18439 2,07 2,18
CTC15 2742,5 2,09 2,18
NA56-79 112,3 2,09 1,44
R570 738,1 2,11 2,13

4.2 FREQUENCIA DO GENE BRUI NOS GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR

Foi verificada em 20 (83,33%) dos 24 genotipos analisados a presenga dos
marcadores moleculares R12ZH16 e 9020-F4 ligados ao gene Brul (Figura 3), indicando
que esse gene & a principal causa de resisténcia a ferrugem marrom. A elevada
frequéncia do Brul nas variedades deste estudo e em demais estudos pode ser devido ao
fato de que os programas de melhoramento genético buscam como parentais nos
cruzamentos variedades promissoras e resistentes as principais doencgas da cana-de-

agucar.

Apesar de os programas de melhoramento genético buscarem como parentais
variedades resistentes a ferrugem marrom, geralmente a avaliagdo para a resisténcia a
doengas ¢ feita s6 a nivel de campo dispensando a andlise molecular. A descoberta do

Brul (DAUGROIS et al., 1996) e o desenvolvimento dos marcadores moleculares



37

R12H16 e 9020-F4 para sua detec¢do (COSTET et al., 2012) foi o primeiro caso de

sucesso da selecdo assistida por marcadores moleculares na cana-de-agucar.

Como ressaltado, as variedades SP70-1143 e NAS56-79 sdao genitores em
diversos cruzamentos ¢ ambas sdo negativas para a presenca do Brul. E importante que
os programas de melhoramento genético obtenham essa informagdo para que nos
cruzamentos usem como um dos parentais uma variedade que tenha o gene Brul, um
exemplo ¢ a variedade RB72454, a qual é uma variedade utilizada em diversos

cruzamentos e possui o gene Brul.

Outro exemplo da importancia do conhecimento prévio da presenga do gene
Brul nos parentais ¢ a variedade CTC4, pois a mesma estd entre as mais plantadas no
Brasil, porém ¢ classificada como suscetivel a ferrugem marrom e ndo possui o gene
Brul. Essa variedade tem como genitor materno a variedade SP83-5073, que ¢
suscetivel a ferrugem marrom e ndo apresenta o gene Brul e ndo se conhece o genitor
paterno (NEUBER ez al., 2017). A falta de conhecimento do genitor masculino em
cana-de-agucar ¢ comum, como a variedade RB867515, que possui como genitor

feminino a variedade RB72454 e ndo se tem conhecimento do genitor masculino.

Presenca do gene BRU1 nas cultivares
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FIGURA 3: PRESENCA DO GENE BRUI EM VARIEDADES E CLONES DE CANA-DE-ACUCAR
SUBMETIDOS A GENOTIPAGEM COM MARCADORES MOLECULARES QUE FLANQUEIAM O
GENE BRUI.
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As variedades utilizadas neste trabalho que n3o possuem o gene Brul foram:
NAS56-79, SP70-1143, SP80-1842 e CTC4, todas suscetiveis a ferrugem marrom
(Tabela 3), (Figura 4).
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FIGURA 4: GEL DE AGAROSE 2% MOSTRANDO A AMPLIFICACAO DO PRODUTO DE PCR
UTILIZANDO OS PARES DE PRIMERS R12H16.

Esse resultado ja era esperado baseado nas caracteristicas genealdgicas das
variedades e pelas mesmas serem classificadas como suscetiveis. Entre as variedades
suscetiveis, a CTC-4 e a SP80-1842 estavam entre as mais plantadas no ano de 2015, a
CTC4 teve uma participagdo de 7,7% aparecendo em 5° lugar no censo varietal ¢ a
SP80-1842 de 1,4% ocupando a 14° posicdo (CENSO VARIETAL, 2015). Em relacdo a
ferrugem marrom, como mencionado, para que a doenga ocorra € necessaria a interacao:
patdgeno, variedade e ambiente. O patogeno deve ter agressividade para infectar a
cultura, a variedade deve apresentar suscetibilidade para o desenvolvimento da doenca e
o ambiente deve ser favoravel para que a mesma ocorra. A ferrugem marrom ¢
favorecida por temperaturas amenas e alta umidade relativa do ar, se o0 ambiente ndo for
favoravel para que a doenga ocorra pode-se muitas vezes classificar erroneamente uma
variedade como resistente, por isto ¢ importante que além da avaliagdo a campo seja

feita a avaliacdo molecular para a presenga do gene Brul.
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TABELA 3: GENOTIPAGEM DAS VARIEDADES DE CANA-DE-ACUCAR PARA A PRESENCA
(+) OU AUSENCIA (-) DOS MARCADORES R12H16 E 9020-F4 E O FENOTIPO DE ACORDO
COM A LITERATURA QUANTO A RESISTENCIA (R) OU SUSCETIBILIDADE (S) A FERRUGEM
MARROM.

VARIEDADE R12H16 9020-F4 FENOTIPO

RB006970 + +
RB845210
RB855536
RB855453
RB036088
RB966928
RB036091
RB036152
RB835054
RB036066
RB855156
RB867515
RB92579

RB72454

R570
SP83-2847
SP80-3280
SP81-3250
SP80-1816
CTC15
SP70-1143
SP80-1842
CTC4
NAS56-79 - -

=

+ 4+ 4+ + + + + + + + + + o+ o+ o+ + o+ o+
+ 4+ 4+ 4+ + + + + + + o+ o+ o+ + o+ o+

v n n n @ 77 7T AT XT R BRI A A A RIRIRIA

Em uma primeira andlise somente com o marcador R12H16 a variedade
RB036088 teve um resultado negativo para o gene Brul.No entanto devido a ocorréncia
de falsos negativos a anélise de PCR com ambos os marcadores moleculares foi repetida
trés vezes confirmando assim a presenca do Brul (Figura 5), sendo o falso negativo

devido 4 alguma falha o que é comum em andlises moleculares.
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FIGURA 5: GEL DE AGAROSE 3% MOSTRANDO A AMPLIFICACAO DO PRODUTO DE PCR
UTILIZANDO OS PARES DE “PRIMERS” 9020-F4 APOS DIGESTAO COM ENZIMA RSAL

A durabilidade da resisténcia a ferrugem marrom ¢ incerta, isso porque o0s
estudos mostram que a doenga esta sendo controlada principalmente por um gene de
efeito maior e o patdgeno estd constantemente buscando a habilidade em se adaptar a
planta hospedeira, visto que quebras de resisténcia ja foram reportadas em importantes
variedades na Florida como a CP78-1247 (RAID, 1989), CP79-1580 (DEAN E
PURDY, 1984), CP74-2005 e CL73-239, as quais eram largamente utilizadas criando
uma pressao de sele¢do pelo patogeno, levando ao aparecimento de uma nova raca do

fungo e que, por consequéncia quebra a resisténcia da variedade (SHINE, et al., 2005).

Diante disso, é necessario buscar outras fontes de resisténcia e diversificar as
variedades utilizadas, visando diminuir a pressdo de sele¢do natural do patdgeno e a

emergéncia de novas ragas do mesmo.

Um fator importante para o manejo da resisténcia € a busca de uma resisténcia
quantitativa, ou seja, controlada por diversos genes. Em alguns estudos ja foi reportado
a presenca de outros genes de efeito menor controlando a resisténcia a ferrugem
marrom. Costet et al. (2012) verificou a auséncia de marcas ligadas a Brul em
variedades resistentes, indicando a presenca de outras fontes de resisténcia a ferrugem

marrom, o que corrobora com Raboin ef al. (2006), que observou outro gene de
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resisténcia a ferrugem marrom utilizando uma populacdo de mapeamento entre o clone
MQ76-53 e a variedade R570, chamando-o de Bru2, que foi considerado o segundo

gene maior de resisténcia.

Racedo et al. (2013) avaliaram a frequéncia do gene Brul em 129 variedades e
clones frequentemente utilizados em cruzamentos pelo programa de melhoramento
EEAOC, Tucuman- Argentina, dentre os quais 49 (38%) genotipos foram classificados
como resistentes e apenas 8 (16,3%) possuem os marcadores indicativos da presen¢a do

gene Brul.

Além disso, todos os gendtipos classificados como suscetiveis, ndo
apresentaram os marcadores ligados a este gene. Glynn ef al. (2012), também
observaram baixa frequéncia do gene Brul nos clones usados em cruzamentos, os quais
representam a base genética das cultivares desenvolvidas em Florida, ou seja, 285 de
1.072,0u seja, (27%) dos clones possuem o gene Brul. Por outro lado, a frequéncia do
gene Brul foi alta em clones CP (Canal Point) e baixa em clones da Louisiana (6%).
Analisando a frequéncia do gene Brul em clones de Lousiana, Parco et al, (2014),
também observou baixa frequéncia desse gene, apenas 14 dos 208 clones avaliados

(6,7%) possuem os marcadores indicativos da presenc¢a do gene Brul.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados aqui apresentados é possivel concluir que o gene Brul é
a principal fonte de resisténcia a ferrugem marrom, visto que o gene esta presente em 20
das 24 variedades/clones promissores analisados (83,4%), sendo que todas as
variedades/clones promissores com a presenca do gene Brul classificadas como
resistentes a ferrugem marrom. As quatro variedades que ndo apresentaram o gene Brul
foram: NA56-79, SP70-1143, CTC4 e SP80-1842, sendo todas classificadas como

suscetiveis a ferrugem marrom.
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