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RESUMO

Ferrugem alaranjada da cana-de-acucar no Brasil: estudo de populagfes do
patdgeno e comportamento varietal

A ferrugem alaranjada da cana-de-acUcar, causada pelo fungo Puccinia
kuehnii, apesar de ser centenaria, foi detectada no Brasil apenas no final de 2009,
apos causar uma grande epidemia na Australia em 2000. Pela recente deteccéo,
nao ha estudos que comparam as populacdes brasileiras de P. kuehnii e a reacéo,
em condi¢cdes controladas, de importantes variedades de cana-de-acUcar ao
patbgeno. Assim, este trabalho analisou e comparou o0 comportamento de
variedades de cana-de-agucar inoculadas com seis diferentes populagbes de P.
kuehnii coletadas em diferentes locais no Brasil, além de verificar a variabilidade
patogénica e genética destas populacdes. Para isso, inoculou-se populagbes de P.
kuehnii coletadas em Piracicaba (SP), Araras (SP), Ribeirdo Preto (SP), Paranacity
(PR), Nova Alvorada do Sul (MS) e Dourados (MS). As variedades de cana-de-
acucar utilizadas foram: SP89-1115, SP81-3250, RB85-5156, RB86-7515, RB92-
5211, RB96-6928, CTC 3, CTC 6, CTC 8, CTC 9, CTC 13, CTC 15 e CTC 18. Em
todas as inoculacdes avaliaram-se os periodos de incubacdo e de laténcia da
doenca, a severidade, o numero total de pustulas e a porcentagem de pustulas
abertas. Além disso, as regifes ITS e IGS de todas as populacdes de P. kuehnii
foram sequenciadas e comparadas entre si e com sequéncias do patdogeno da
Australia, Papua Nova Guiné, Indonésia, Filipinas, Japdo, China, Guatemala,
Panama, Jamaica, Costa Rica, Nicaragua, México e Estados Unidos. Os resultados
mostraram que a porcentagem de pustulas abertas € o melhor parametro para
separar e classificar as variedades de cana-de-acucar quanto ao grau de resisténcia
ao patégeno. O periodo de incubacdo da doenca variou de 7 a 10 dias e o periodo
de laténcia, de 9 a 19 dias. As populacdes de P. kuehnii ndo constituem diferentes
racas virulentas e a populagéo coletada em Araras (SP) € uma raca mais agressiva
do patégeno. Para as regifes IGS e ITS, as seis populacdes de P. kuehnii utilizadas
apresentam sequéncias idénticas entre si e entre todas as sequéncias de P. kuehnii
do continente americano depositadas no ‘GenBank’. Para estas duas regides, as
populacbes utilizadas no trabalho diferem de sequéncias da Australia, China,
Filipinas, Havai (EUA), Indonésia, Japao, Papua Nova Guiné e Samoa. A
disseminacdo do patogeno além da Asia e Australia parece ter ocorrido apés a
epidemia da doenca na Australia em 2000. No entanto ainda ndo se sabe ao certo
como o patégeno teria chegado & América em 2007 e a Africa em 2011.

Palavras-chave: Saccharum sp.; Puccinia kuehnii; Diversidade genética;
Variabilidade patogénica; Raca; Agressividade
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ABSTRACT

Sugarcane Orange rust in Brazil: a study on pathogen populations and varietal
behavior

Despite being a century disease, sugarcane orange rust, caused by the
Puccinia kuehnii, was only reported in 2009 Brazil, after having caused an epidemic
in Australia in 2000. Because it was recently detected in Brazil, there are no studies
that compare P. kuehnii populations in Brazil and the reaction, under controlled
conditions, of important sugarcane varieties to the pathogen. This study compared
the performance of sugarcane varieties inoculated with six different populations of P.
kuehnii collected in different sites in Brazil. We also studied the pathogenic and
genetic variability of these pathogens populations. In order to carry out this study, P.
kuehnii populations were collected in the municipalities of Piracicaba (SP), Araras
(SP), Ribeirao Preto (SP), Paranacity (PR), Nova Alvorada do Sul (MS), and
Dourados (MS). The sugarcane varieties used were: SP89-1115, SP81-3250, RB85-
5156, RB86-7515, RB92-5211 RB96-6928, CTC 3, CTC 6, CTC 8, CTC 9, CTC 13,
CTC 15, and CTC 18. For all inoculations, we evaluated the incubation period, latent
period, disease severity, total number of pustules, and percentage of open pustules.
Furthermore, the ITS and IGS rDNA regions of all P. kuehnii populations were
sequenced and compared with sequences from Australia, China, Costa Rica,
Guatemala, Indonesia, Jamaica, Japan, Mexico, Nicaragua, Papua New Guinea, the
Philippines, Panama, and the United States. The results showed that the percentage
of open pustules is the best parameter to separate and classify the resistance of
sugarcane varieties to the pathogen. The incubation period of the disease ranged
from 7 to 10 days and the latent period from 9 to 19 days. There are no P. kuhenii
virulent races and the population collected in Araras (SP) is a more aggressive race.
For the IGS and ITS regions, the six P. kuehnii populations have identical sequences
which were identical to all P. kuehnii sequences found in the American continent
deposited at the GenBank accession. The P. kuehnii used in this study is different
from populations found in Australia, China, Hawaii (USA), Indonesia, Japan, Papua
New Guinea, the Philippines, and Samoa. The pathogen dissemination over Asia and
Australia seems have occurred after the 2000 epidemic in Australia. However, it is
unknown still how the pathogen reached America in 2007 and Africa in 2011.

Keywords: Saccharum sp.; Puccinia kuehnii; Genetic diversity; Pathogenic variability;
Races; Aggressiveness
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1 INTRODUCAO

Com uma producdo aproximada de 561 milhées de toneladas em quase 9
milhdes de hectares plantados na safra 2011/2012 (IBGE 2012; MAPA, 2012) a
cana-de-agucar ocupa lugar de destaque no agronegdcio brasileiro desde o inicio da
primeira década do século XX. O reflexo do aumento na produgdo se mostra na
crescente oferta e demanda mundial pelos produtos derivados, principalmente o
acucar e o etanol.

Um dos aspectos que corre na contramao deste crescente ritmo corresponde
aos problemas fitossanitarios que ocorrem na cultura. Assim foi no passado, quando
ocorreram as epidemias do mosaico comum (doenca virGtica causada pelo potyvirus
Sugarcane mosaic virus) em 1925, carvao (doenca fungica causado por Sporisorium
scitamineum) em 1950 e 1975, amarelinho (doenca virética causado por Sugarcane
yellow leaf virus) em 1980 e ferrugem marrom (doenca fangica causada por Puccinia
melanocephala) em 1986 (TOKESHI; RAGO, 2005). Mais recentemente, em 2009, o
parque canavieiro do Pais defrontou-se com os primeiros registros da ferrugem
alaranjada, causada pelo fungo Puccinia kuehnii (W. Kriger) E.J. Butler, até entéo
relatada somente nas Américas Central (OVALLE et al., 2008) e do Norte
(COMSTOCK et al., 2008), Asia e Australia (RYAN; EGAN, 1989).

Apesar da constante busca por variedades resistentes a ferrugem alaranjada
nos programas de melhoramento de cana-de-agucar, como sempre se fez com éxito
no manejo das outras doencas que causaram epidemias na cultura, a situacao atual
ainda é de risco devido ao fato de importantes variedades cultivadas terem se
apresentado como suscetiveis ou intermediarias ao patdégeno. Somado a isto,
variedades rotuladas como intermedidarias e até mesmo resistentes podem
apresentar-se suscetiveis no futuro, em razdo do surgimento de novas ragas.
Processo este que é relativamente frequente nos fungos causadores de ferrugens
(TAYLOR, 1992). Tal fato, se levado em consideragdo, aumenta o risco de uma
epidemia de ferrugem alaranjada no Brasil.

Como a detecc¢ao do patégeno no Brasil € recente, poucas informagdes estao
disponiveis a respeito do comportamento epidemiolégico da doenca nas regides
produtoras, dos reais danos causados, das formas de manejo, das aplicagbes de
fungicida e principalmente, da reacdo ao patégeno das principais variedades de

cana-de-acucar plantadas no Pais e a variabilidade genética e patogénica das
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diferentes populagcbes de P. kuehnii das principais regides produtoras. Assim, pela
necessidade de se obter melhores informacdes sobre a doenga no Brasil e os reais
riscos de uma futura epidemia, objetivou-se com este estudo caracterizar e analisar
a diversidade patogénica e genética das popula¢gdes de P. kuehnii provenientes de
diferentes regides canavieiras no Brasil e identificar a presenca de possiveis ragas,
além de verificar a reacdo das principais variedades de cana-de-acgulcar as diferentes
populacdes do patdgeno e encontrar os melhores parametros para separar as

variedades de cana-de-agUcar quanto ao grau de resisténcia a P. kuehnii.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Reviséo bibliografica

2.1.1 A recente expanséao da cana-de-agucar no Brasil

Originéria de Nova Guiné (Oceania), a cana-de-acucar (Saccharum sp.) foi
levada e cultivada no sul do Asia com o proposito inicial de ser utilizada para
producdo de xarope. A primeira evidéncia de seu uso para producdo de acucar
cristalizado vem do ano 500 na Pérsia (MOZAMBANI et al., 2006). Apos se difundir
pelos continentes africano, asiatico e europeu (sem muito sucesso), a cultura
desembarcou na América com Cristovdo Colombo e chegou ao Brasil no final do
século XV (MOZAMBANI et al., 2006). Durante os anos de desenvolvimento do Pais,
a cultura se difundiu por diversas regides brasileiras, concentrando-se na regiao
Centro-sul, composta pelos estados da regido Sudeste, Centro-oeste e Sul.

A producdo mundial de cana-de-acUcar € assegurada por quatro paises:
Brasil, india, China e Tailandia (FAO, 2010). A lideranca mundial na produc&o
pertence ao Brasil (FAO, 2010), o que faz a cana-de-agUcar ser considerada um dos
principais produtos do agronegdcio brasileiro. Tal fato reflete a expanséo da cultura
empreendida a partir da segunda metade do século XX, principalmente apds a
implantacdo do programa PROALCOOL em 1975 e do aumento na demanda por
etanol em funcdo do crescimento da frota de veiculos leves bicombustiveis. Além
disso, este importante produto da cana-de-agUcar valorizou-se ainda mais por ser
considerado uma alternativa energética renovavel que polui menos (ORTOLAN,
2006).

A producgédo de etanol no Brasil comegou na década de 1930, impulsionada
por leis federais que obrigavam o acréscimo de 5% e 10% deste combustivel em
todo petréleo importado e carros pertencentes ao governo, respectivamente (NEVES
et al., 2011). Mas foi somente a partir da década de 1970 que a producéo de etanol
no Brasil aumentou significativamente e o Pais deixou de consumir combustiveis
oriundos em sua maioria do exterior, 0 que representava até entdo 77% do consumo
(NEVES et al., 2011).

Somando-se a oferta de etanol, o Pais € também o maior produtor mundial
de acucar ha mais de quatro séculos, com excecdo ao século XIX, marcado por uma

crise no setor (UNICA, 2012). A producéo brasileira de acUcar representa mais de
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46% da oferta mundial e tem apresentado continuo crescimento nos ultimos vinte
anos. Da década de 1970 até a primeira década do século XXI, a producgéo brasileira
de acucar cresceu 577% (NEVES et al., 2011).

Para manter a crescente oferta de etanol, acucar e outros subprodutos, o
setor canavieiro brasileiro precisou se modernizar, expandir a area plantada com
cana-de-acglcar e, principalmente, aumentar a produtividade (DIEESE, 2007). Em
apenas seis anos a producado brasileira de cana-de-acucar passou de 386 milhdes
de toneladas, colhidas em quase 5,9 milhdes de hectares em 2005/06, para 561
milhdes de toneladas colhidas em 8,3 milhdes de hectares na safra 2011/12 (MAPA,
2012). Como consequéncia desse aumento na producao de cana-de-acgUcar, a oferta
de etanol e acucar também alcancou maiores niveis, tendo saltado dos respectivos
17 bilhdes de litros e 26,7 milhdes de toneladas produzidas em 2005/06 para 22,7
bilhdes de litros e 36,1 milhdes de toneladas produzidas em 2011/12 (MAPA, 2012).

A regido sudeste responde pela maior producdo e area colhida no Pais.
Quase 65% das 657,2 milhGes de toneladas produzidas no Pais em 2012 foram
produzidas nessa regido. A maior contribuicdo é do Estado de Sdo Paulo, com 339,3
das 422,3 milhdes toneladas produzidas na regido sudeste (IBGE, 2012). A
expansdo, em area e producdo, também ocorre nas demais regides brasileiras.
Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento — Conab (dados de 2012), Minas
Gerais, Mato Grosso do Sul, Goias e Mato Grosso sdo, nessa ordem, os estados
gue tiveram maior expansao em area cultivada com cana-de-acgucar. Ainda segundo
o levantamento da Conab, nas regifes norte e nordeste 0 aumento na area cultivada
foi de 1,9% na safra 2011/2012 em comparacao com a safra anterior. No entanto, a
regido sudeste, além de possuir a maior area plantada, possui também a maior
expansdo quando comparada as demais regides produtoras do Pais. Nesta mesma
safra 2011/2012, de toda nova area agregada com cana-de-acucar, 38,04%
ocorreram na regido Sudeste (CONAB, 2012).

Para continuar a expansdo e atender toda a demanda pelos produtos
derivados da cana-de-agUcar, 0 setor canavieiro precisa amenizar e/ou eliminar os
principais fatores que provocam quedas na producdo e principalmente na
produtividade dos canaviais, como 0s problemas fitossanitarios que frequentemente
perturbam o sistema. Estes, nos quais esta incluida a ferrugem alaranjada da cana-

de-acucar, foram responsaveis por 2% dos 18% que representaram a queda na
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produtividade entre os anos de 2010 e 2011 (UNICA, 2012), fato que pode se repetir

nos proximos anos.

2.1.2 Doencas em cana-de-acUcar no Brasil: problema histérico ou pequeno
incbmodo?

Na maioria das espécies de plantas cultivadas intensivamente em todo o
mundo, as doencas frequentemente provocam significativas perdas, oriundas de
importantes epidemias. Na cana-de-aclUcar mais de duzentas doengas ja foram
descritas, das quais mais de 50 ja foram relatadas no Brasil (ROSSETTO,;
SANTIAGO, 1994). No entanto, como mencionado por Orlando Filho, Macedo e
Tokeshi (1994), tradicionalmente os produtores desconhecem em muitos casos O
valor e o impacto das doencas na cultura da cana-de-agUcar porque, na maioria das
vezes, 0 controle ja esta embutido nas caracteristicas agronémicas da variedade.
Porém, isto ndo reduz a importancia das doencas, pois basta uma expansao no
cultivo de uma variedade suscetivel a uma determinada doenca ou uma quebra de
resisténcia em uma variedade amplamente cultivada para que a doenca se
manifeste de forma mais intensa, provocando perdas econdmicas (ORLANDO
FILHO; MACEDO, TOKESHI, 1994). A relativa ‘despreocupacao’ dos produtores
com as doencas incidentes sobre a cana-de-acucar torna-se mais evidente quando
se compara com outras culturas como citros, tomate, batata, entre outras espécies
cultivadas.

Em contrapartida, a real importancia das doencas na cultura é facilmente
detectada ao se realizar um levantamento do histérico de algumas enfermidades que
incidiram e incidem na cultura. Percebe-se que a ocorréncia de epidemias nao é
incomum (TOKESHI; RAGO, 2005). Aqui vale lembrar o conceito de epidemia
definido por Madden et al. (2007): “Epidemia corresponde ao aumento da
intensidade da doenca em uma dada populacdo hospedeira ao longo do tempo e
espaco’.

Ja no inicio do século XX no Brasil, uma primeira epidemia assolou a cultura:
0 mosaico comum, causado pelo virus Sugarcane mosaic virus - SMV. Na década
de 1920 foram registradas reducdes de 46% a 86% na producdo de Saccharum
officinarum, na época conhecida como cana “nobre” devido as suas caracteristicas,
altamente suscetivel ao virus (TOKESHI; RAGO, 2005). Tal fato dizimou o cultivo

das variedades suscetiveis que ocupavam a maioria dos canaviais brasileiros. Ja
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naquela época utilizaram-se um dos melhores métodos de controle de doencas em
plantas (CAMARGO, 2011), especialmente para ferrugens (STAPLES, 2000), hoje
amplamente difundido na cultura da cana-de-acucar: o uso de variedades
resistentes. Em 1930, 90% dos canaviais paulistas jA estavam ocupados com
variedades resistentes. A equivocada idéia de que a doenca teria sido erradicada fez
com que produtores voltassem a plantar variedades suscetiveis nos anos que se
seguiram nessa década, provocando novas epidemias (TOKESHI; RAGO, 2005). Se
compararmos com outros patossistemas, esta epidemia por si so ja seria suficiente
para refutar qualguer mito sobre a irrelevancia das doencas na cultura.

Aproximadamente 30 anos mais tarde, em meados do século passado, uma
nova epidemia agora envolvendo o fungo Sporisorium scitamineum (syn. Ustilago
scitaminea), novamente expds 0 setor canavieiro ao risco de sofrer significativas
perdas. As variedades P0OJ36 e P0J213, as mais plantadas na época, eram
altamente suscetiveis ao patdgeno. Talhfes dessas variedades apresentaram 100%
de touceiras doentes. A mesma medida adotada para o controle do mosaico foi
implantada com éxito e a doenca foi controlada (BERGAMIN FILHO; AMORIM;
REZENDE, 2011). No entanto, nas décadas de 1970 e 1980, no auge do programa
governamental PROALCOOL que incentivou o cultivo de cana-de-agucar no Pais, a
mesma reincidéncia do mosaico comum ocorreu para o carvao e uma nova epidemia
assolou a variedade argentina NA56-79 (moderadamente suscetivel ao patdégeno),
gue ocupava 45% da area plantada no Brasil. O resultado foi alarmante, com niveis
de infeccdo de 30 a 40 mil chicotes (sintoma tipico da doenca) por hectare no
Estado de Séo Paulo (BERGAMIN FILHO; AMORIM; REZENDE, 2011). A solugao
para o problema foi novamente a substituicdo da variedade argentina por variedades
resistentes.

Enquanto o carvao parecia estar sob controle no Pais, outra doenca fungica
foi detectada: a ferrugem marrom, causada por Puccinia melanocephala. A primeira
deteccdo da doenga no Brasil foi em 1986 no municipio de Capivari (SP)
(COOPERSUCAR, 1986). As perdas provocadas pela presenca da doenca nos
canaviais nao foram téao significativas quanto as perdas provocadas pelas epidemias
do mosaico comum e do carvao, porque mais de 90% dos canaviais ja estavam
ocupados por variedades resistentes a P. melanocephala (TOKESHI; RAGO, 2005).
No entanto, as consequéncias negativas da presenca da doencga foram registradas

pelos programas de melhoramento, que eliminaram muitos clones e variedades
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promissoras devido a suscetibilidade a P. melanocephala (TOKESHI; RAGO, 2005).
No México as perdas em produtividade foram estimadas em 50% na variedade
B4362 (COMSTOCK; SHINE; RAID, 1992). Essa mesma estimativa de perda (50%)
também foi descrita por Giglioti et al. (1999) para variedades suscetiveis. Ainda
segundo esses autores, embora em menor intensidade, as perdas em gendtipos
com resisténcia intermediaria também podem ser significativas, como ocorreu com
as variedades NA56-79 e SP70-1143, que apresentaram reducao na produtividade
devido a ocorréncia da doenca.

Ainda na década de 1980, excessivos amarelecimentos de touceiras na
borda de talhbes ocupados por uma importante variedade, a SP71-6163, chamaram
a atencdo dos produtores. O agente causal descrito foi um virus denominado
Sugarcane yellow leaf virus (ScYLV) e a doenga ficou conhecida como “amarelinho”.
Em algumas &reas a queda em produtividade foi de 50% e provocou a reforma
antecipada dos canaviais, com elevacéo dos custos de producdo (TOKESHI; RAGO,
2005).

Ja no século XXI, mais precisamente no final de 2009, foi relatada pela
primeira vez no Brasil a ferrugem alaranjada, causada pelo fungo Puccinia kuehnii
(BARBASSO et al., 2010). Até entdo, a doenca havia sido detectada na Asia,
Oceania e Américas Central e do Norte. Passados trés anos apés a deteccdo da
doenca no Pais, pouco ainda se sabe sobre os reais danos e perdas que a doenca
provocou, principalmente nas variedades suscetiveis (SP89-1115, RB72-454, SP84-
2025) (BARBASSO et al., 2010) e intermediarias (SP81-3250, RB85-5156, CTC 9,
entre outras), as quais estao entre as mais plantadas na regido Centro-sul. Também
nao se sabe quais 0s reais riscos de ocorrer no Pais uma epidemia da doenca como
a relatada na Austrdlia no ano 2000, em que uma quebra de resisténcia na
variedade Q-124, plantada em quase 50% das areas com cana-de-agucar, provocou
perdas estimadas em 150 milhdes de dolares australianos (MAGAREY et al., 2001).

A ocorréncia de epidemias na cultura da cana-de-acUcar evidencia que, em
intervalos relativamente curtos (dada a histéria de mais de 500 anos da cultura no
Pais), as doencas provocaram e ainda provocam significativos impactos na
produtividade das variedades mais plantadas no Brasil. O periédico reencontro do
patdgeno com o hospedeiro suscetivel causa enormes perdas (ROBINSON, 1987).
Aléem das epidemias citadas, ainda existem as doengas que passam a falsa

impressao de serem “ocultas” mas também contribuem para as perdas, como o
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raquitismo das soqueiras (causado pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli), a
podriddo abacaxi (causada pelo fungo Ceratocystis paradoxa), entre outras
(TOKESHI; RAGO, 2005). Porém, apds a deteccdo no Pais em 2009, a ferrugem

alaranjada € a doenca que tem despertado a maior atencédo do parque canavieiro.

2.1.3 Puccinia kuehnii: recente disseminagdo no mundo e detec¢é&o no Brasil

‘“Quando o ‘parasita’ € importado, a suscetibilidade ¢é revelada e a
vulnerabilidade € manifestada” (ROBINSON, 1987). A vulnerabilidade da cana-de-
acucar a ferrugem alaranjada, causada pelo fungo biotréfico Puccinia kuenhiii,
manifestou-se no Brasil no final de 2009 (BARBASSO et al., 2010). Mas antes de ser
detectada no Brasil, a doenca ja tinha causado significativas perdas em outras
partes do mundo desde o seu primeiro relato na ilha de Java em 1890 (RYAN;
EGAN, 1989).

Presente no continente australiano desde a década de 1890 (RYAN; EGAN,
1989), a ferrugem alaranjada era considerada até o inicio do século XXI uma doenca
de pouca importancia (BRAITHWAITE et al., 2009) até ser encontrada em 2000 na
cultivar Q124 (naquela época a mais plantada na regido do Queensland, principal
estado produtor australiano) considerada até entdo resistente ao patdgeno
(BRAITHWAITE et al., 2009).

ApOGs esta epidemia no ano 2000, a doenca nao ficou restrita apenas ao
continente australiano, e sete anos depois foi detectada pela primeira vez no
hemisfério oeste, mais especificamente no Estado da Flérida, EUA (COMSTOCK et
al.,, 2008). O patdgeno continuou se disseminando por outros paises, como
Guatemala (OVALLE et al., 2008), Costa Rica, Nicaragua (CHAVARRIA et al., 2009),
El Salvador, México, Panama (FLORES et al., 2009) e Cuba (PEREZ-VICENTE et
al., 2010) até chegar ao Brasil em dezembro de 2009, no municipio de Rincdo,
regido de Araraquara, SP (BARBASSO et al., 2010). Dai por diante, em pouco
tempo a doenca foi encontrada em varios municipios da regido Centro-sul, nos
estados de Sdo Paulo, Parana, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Espirito Santo,
Rio de Janeiro (CTC, 2010) e da regido Nordeste, nos estados do Rio Grande do
Norte e Alagoas (CRUZ; MONTEIRO; BARBOSA, 2012). Apés a deteccao no Pais,
em 2010 a doenca foi relatada na Colémbia (CADAVID; ANGEL; VITORIA, 2012) e
em 2011 no continente africano (SAUMTALLY et al., 2011).
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A ocorréncia da ferrugem alaranjada em paises separados por milhares de
quildmetros evidencia a grande facilidade de disseminacdo do patdégeno e a
consequente rapidez no aumento da incidéncia da doenca, principalmente quando
as condicfes ambientais sdo favoraveis e a presenca de variedades suscetiveis &
abundante. Se considerarmos a recente disseminagdo do patdégeno a partir da
epidemia na Austrdlia no ano 2000 (MAGAREY et al., 2001), verifica-se que em
apenas 12 anos a doenca se espalhou por quase todos os continentes, com

excecdo da Europa, por nao ser tradicional no cultivo da cana-de-acgucar.

2.1.4 Novas racas de Puccinia kuehnii: breve analise histérica do risco

O melhoramento genético é a melhor e mais eficiente estratégia para o
controle de doencas da cana-de-acucar (BERDING; HOGARTH; COX, 2004,
MAGAREY et al., 2001) e em algumas situacdes é considerado 0 Unico método de
controle disponivel (CAMARGO, 2011). Além disso a cana-de-agucar pode ser
considerada um bom exemplo de durabilidade da resisténcia poligénica, a qual
predomina na cultura e na maioria dos casos é a fonte dos programas de
melhoramento para solucionar os problemas fitossanitarios (ROBINSON, 1987).

Porém, ndo é sempre que essa resisténcia dura por longos periodos
(BERDING; HOGARTH; COX, 2004). Robinson (1987) considera como poucas as
pequenas falhas na resisténcia e as atribui a erros nos testes ou observacdes. No
caso das ferrugens da cana-de-agUcar, assim como houve quebra de resisténcia da
variedade Q124, a mais plantada na Austrdlia no inicio do século XXI, a ocorréncia
de tais quebras em variedades resistentes a P. kuehnii no Brasil ndo pode ser
descartada. A existéncia de materiais resistentes ao patdégeno nao livra o Pais da
possibilidade de sofrer epidemias futuras de ferrugem alaranjada e colocar em risco
quase 9 milhdes de hectares plantados (IBGE, 2012).

A analise dos primeiros relatos da doenca nos paises do continente
americano e outros trabalhos ja publicados (BARBASSO et al., 2010; PEREZ-
VICENTE et al., 2010; CHAVARRIA et al., 2009; FLORES et al., 2009; OVALLE et
al., 2008; HSIEH; FANG, 1983; ATIENZA; QUIMIO, 1982) permite verificar que no
Brasil, até 0 momento, apenas trés das variedades mais plantadas séo classificadas
como suscetiveis. No entanto, com uma breve revisdo na literatura, observa-se que
pelo menos 50 variedades de cana-de-agucar cultivadas no mundo sdo relatadas

como suscetiveis ou com resisténcia intermediaria (ora classificadas como
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‘moderadamente suscetiveis’) ao patdgeno. Além disso, em muitos casos os testes
de resisténcia das variedades aos patdgenos sdo realizados em condi¢cdes de
campo e assim as variacbes ambientais podem interferir na confiabilidade e
seguranca de tais testes (TAYLOR, 1992; PURDY et al., 1983), que podem até
mascarar pequenas diferencas entre genoétipos (CAMARGO, 2011). O
comportamento das variedades em condi¢cdes controladas pode se apresentar
diferente do comportamento em campo.

A capacidade em superar genes de resisténcia € relativamente frequente em
patdgenos causadores de ferrugens (McDONALD; LINDE, 2002; SINGH; HUERTA-
ESPINO; ROELFS, 2002). Aqui, vale lembrar que uma raca de um patdgeno
corresponde a variantes dentro de uma mesma espécie, definidas com base em seu
espectro de acdo contra um conjunto de variedades. O surgimento de uma nova
raca virulenta se da quando ha a presenca de um gendtipo mutante do patégeno
capaz de quebrar a resisténcia de uma determinada variedade (CAMARGO, 2011).
Na prépria cultura da cana-de-acUcar ha relatos de quebras de resisténcia em
importantes regides produtoras no mundo, principalmente a partir da década de
1970 (BERDING; HOGARTH; COX, 2004). Dean e Purdy (1984) notaram altos
niveis de ferrugem marrom em uma cultivar previamente resistente (CP 79-1580) na
Flérida e atribuiram o ocorrido ao surgimento de novas racas de P. melanocephala,
cuja resisténcia ndo era incorporada nas variedades cultivadas. Comstock (1988)
também relatou o surgimento de nova raca de P. melanocephala na cultivar H56-
7052. Em estudo conduzido em condicbes controladas na Florida, foram
encontradas quatro racas patogénicas de P. melanocephala (SHINE; COMSTOCK;
DEAN, 2005). A quebra de resisténcia a P. kuehnii na Q124 na Austrélia em 2000 foi
supostamente provocada por uma nova raca do patdogeno (BRAITWAITE et al.,
2005).

Berding, Hogarth e Cox (2004) mencionaram a quase uma década que as
ferrugens marrom e alaranjada ja deveriam ser incluidas entre as doengas mais
importantes da cana-de-acUcar devido aos seérios surtos epidémicos provocados
pelas mesmas em paises produtores como Cuba, Estados Unidos e Australia. Ainda
segundo esses autores, variagbes geneéticas entre os isolados de Puccinia
melanocephala e P. kuehnii sdo caracteristicas comuns. Somado a isto, a grande
extensao territorial, a ampla variacdo climatica entre as areas brasileiras produtoras

de cana-de-acucar e a uniformidade genética da cultura (ROBINSON, 1987)
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configuram um cenario favoravel ao possivel surgimento de racas ou variantes mais

agressivos do patogeno.

2.1.5 Manejo da ferrugem alaranjada

Estudos conduzidos na Australia, Estados Unidos e Brasil mostram que além
do uso de variedades resistentes, o uso de fungicidas do grupo das estrobilurinas e
dos triazois oferece maior possibilidade de controle da doenca. Magarey et al. (2002)
testaram diversos triazéis e encontraram melhores resultados em ganhos de
producdo quando se utilizou cyproconazole no controle da doenca, porém o ganho
s6 foi conseguido com varias aplicacdes (nove). O melhor momento para aplicacédo
dos fungicidas parece ser no inicio da época mais favoravel a ocorréncia da doenca,
guando a incidéncia ainda é baixa (STAIER et al., 2003; MAGAREY et al., 2002).

Na Flérida (EUA) a doenca atingiu no ano de 2012 os maiores indices de
severidade desde 2007, quando o patdgeno foi detectado pela primeira vez no Pais.
O motivo para os elevados niveis da doenca foi a maior quantidade de indculo, o
qual nao foi reduzido no inverno devido a auséncia de temperaturas mais baixas
durante este periodo. Tal fato preocupa os produtores da Florida pois quatro
variedades suscetiveis (CP80-1743, CP88-1762, CP89-2143 e CP78-1628) ocupam
65% da &area plantada (RAID?, informac&o verbal). Para estas variedades o controle
guimico tem sido satisfatério, principalmente quando as pulveriza¢des séo iniciadas
no inicio da safra, sendo os fungicidas do grupo das estrobilurinas mais eficientes do
que os do grupo dos triazéis (RAID*, comunicacdo pessoal; COMSTOCK; GLYNN,
DAVIDSON, 2010). Em meados de 2012, a preocupacdo nos EUA aumentou apos o
primeiro relato da doenca no Estado da Louisiana (GRISHAM et al., 2013).

No Brasil, a area plantada com as trés variedades mais suscetiveis (SP89-
1115, RB72-454 e SP84-2025) vem diminuindo a cada ano. Os talh6es comerciais
remanescentes tém apresentado perdas acima de 30%. Em 2012 foram registrados
niveis de severidade de até 25% na variedade SP81-3250, uma das trés variedades
mais plantadas no Pais, fato este que alertou produtores nos estados de S&do Paulo
e Goias. Nessas situacdes tem-se adotado aplicacdes triazbis+estrobilurinas e 6leo
mineral, com boas respostas no controle da doenca (VOSS?, comunicacéo pessoal).

Fungicidas a base de trifloxistrobina+tebuconazole e trifloxistrobina+ciproconazole

'RAID,R.N., University of Florida (EUA). Orange rust conference notes. Janeiro, 2013.
2VOSS, R.O., Eng. Agrbnomo.
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proporcionaram o controle de 77% e 75% da doenca, respectivamente (CANTERI et
al., 2012). Aplicacdes de azoxistrobina + tebuconazole também proporcionaram
elevado percentual de controle da doenca (DARIO et al., 2012). Maior atencéo deve
ser dada a época mais favoravel a ocorréncia da doenca, que segundo
levantamento de favorabilidade climatica realizado por Neubauer et al. (2011) é de
janeiro a abril e outubro a dezembro na regido Centro-sul. No entanto, sdo
necessarias maiores informacdes e resultados sobre a situacdo e o manejo da
doenca a fim de se diminuir os riscos de uma epidemia da ferrugem alaranjada no

Pais.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Localizagao dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Departamento de Fitopatologia e
Nematologia da ESALQ/USP e no Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), ambos
localizados na cidade de Piracicaba, Estado de S&o Paulo. As coletas das
populacdes de P. kuehnii foram realizadas nas principais regiées produtoras de

cana-de-acglcar nos Estados do Parana, Sao Paulo e Mato Grosso do Sul.

2.2.2 Coleta das populagbes de P. kuehnii

Foram coletadas populacdes de P. kuehnii em seis localidades diferentes: (1)
Paranacity-PR (PR); (2) Ribeirdo Preto-SP (RP); (3) Piracicaba-SP (Pl); (4) Araras-
SP (AR); (5) Dourados-MS (DO) e (6) Nova Alvorada do Sul-MS (NA) (Figura 1). Em
todas as localidades foram coletadas folhas de cana-de-acicar com esporos de P.
kuehnii. As coletas em RP, PR, DO e NA foram feitas em talhbes comerciais de
usinas de acgucar e alcool. Ja as coletas em Pl e AR foram feitas em areas
experimentais do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) e no campus-Araras da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), respectivamente. Apds as coletas, as
folhnas foram levadas para o Laboratorio de Epidemiologia do Departamento de
Fitopatologia e Nematologia da Esalg/USP para coleta dos esporos e realizacao das
inoculagdes (item 2.2.4)
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Figura 1 - Locais de coletas (pontos pretos) das populagfes de Puccinia kuehnii
2.2.3 Selecdao e cultivo das variedades de cana-de-acucar

Para avaliar a reacdo das variedades de cana-de-agUcar as populacdes de
P. kuehnii, foram utilizadas treze variedades com diferentes niveis de resisténcia ao
patégeno. Além disso, aspectos como informacgdes preliminares da reacdo destas
variedades ao patdgeno no campo e a importancia das mesmas nas areas plantadas
no Brasil foram levados em consideracao para escolha das variedades (Tabela 1).
Mini-toletes de uma gema de cada variedade foram utilizados para o plantio em
copos plasticos transparentes de 700 mililitros. Em cada experimento foi realizada
uma Unica adubacdo com sulfato de aménio (5 gramas/copo). Durante 30 dias as
plantas foram mantidas em casa-de-vegetacdo. Decorrido esse tempo, as plantas
foram consideradas prontas para serem inoculadas. Todas as treze variedades
foram inoculadas com as populacdes de P. kuehnii oriundas de PR e RP, as quais
foram as duas primeiras populacdes coletadas. Foram utilizadas trés plantas de
cada uma das treze variedades de cana-de-acUcar. Para a inoculacdo das
populacdes de P. kuehnii oriundas de PI, AR, DO e NA, selecionou-se sete (SP89-
1115, RB-85-5156, SP81-3250, RB86-7515, CTC 3, CTC 6 e CTC 15) das treze
variedades de cana-de-acucar utilizadas previamente e aumentou-se de trés para

sete 0 numero de repeti¢des de cada variedade (Tabela 1).



28

Tabela 1 — Variedades de cana-de-acUcar utilizadas para inoculacdo das populacdes de Puccinia

kuehnii
N° VARIEDADE Reacéo a P. kuehnii* Referéncia
1 SP89-1115 Suscetivel” 'BARBASSO et al, 2010
2 RB85-5156 Intermediaria® *MINCHIO et al, 2011;
3 SP81-3250 Intermediéria® *MINCHIO et al, 2011
4 RB86-7515 Resistente® *KLOSOWSKI, 2012
5 RB92-5211 Intermediaria* *RIDESA-UFSCar, 2008
6 RB96-6928 Resistente® °DALRI, 2012, CTC 2011
7 CcTC3 Suscetivel® °CTC 2011; NUNES JUNIOR, 2010
8 CcTC6 Resistente® °DALRI, 2012; CTC 2011
9 cTC8 Intermediaria® °®CTC 2011; NUNES JUNIOR, 2010
10 CTCO Intermediaria® °DALRI, 2012; CTC 2011
11 CTC 13 Intermediaria® °CTC 2011; NUNES, JUNIOR, 2010
12 CTC 15 Intermediaria® °DALRI, 2012; CTC 2011
13 CTC 18 Resistente® °®CTC 2011; NUNES JUNIOR. 2010

*reacdo em condi¢cbes de campo.

2.2.4 Preparo do inéculo e inoculacdo das variedades de cana-de-agucar

Para inocular cada populagdo de P. kuehnii utilizou-se o método descrito
por Martins et al. (2010) que consiste na pulverizagdo de aproximadamente 10
mililitros de uma suspensédo de esporos de cada populacdo de P. kuehnii sobre
todas as folhas (sobre as superficies abaxial e adaxial) de cada repeticdo (ANEXO
C). Em todas as inoculac¢des a viabilidade dos esporos de P. kuehnii foi verificada
através de teste de germinacdo em agar-agua descrito por BRAITHWAITE et al.,
(2009) com adaptacdes (ANEXO C). Logo apds a coleta das populacdes de P.
kuehnii, preparou-se uma suspenséo de 1.10% esporos/ml de 4gua destilada. Desta
suspensdo foram pipetadas e espalhadas duas aliquotas de 50 plL/placa de
poliestireno contendo meio de cultura agar-agua. Foram utilizadas duas placas em
cada inoculacdo. Apos a incubacao destas placas em camaras de crescimento BOD
(escuro a 25° C), foi realizada a leitura da porcentagem (%) de esporos germinados,
contando-se 100 esporos de cada aliquota pipetada, obtendo-se a germinacéo
meédia de cada populacédo, com a finalidade de se obter a concentracdo de esporos

viaveis/mL de suspensao.
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Para comparar as inoculacdes entre cada uma das seis populacbes de P.
kuehnii utilizadas, foi padronizada a concentracdo de 5.10* esporos viaveis/mL de
suspensao e, a partir dessa concentracdo padrao e da % de germinacao, obteve-se
em cada inoculacdo a concentracdo de esporos necessaria para cada populacéo
(Tabela 2). Todas as inoculagdes foram repetidas mais uma vez e esse mesmo
procedimento foi adotado na repeticdo de cada inoculacdo. No entanto 0s esporos
utilizados para repetir cada inoculacdo foram aqueles produzidos no primeiro
experimento para evitar qualquer tipo de contaminacdo e ter a certeza de que a
populacdo de P. kuehnii utilizada em cada repeticdo seria a mesma. Desse modo,
mesmo utilizando todos os esporos coletados do primeiro experimento nao foi
possivel, com base na germinacdo previamente obtida, utilizar a concentracao
necessaria para alcancar 5.10° esporos viaveis/mL de suspensdo. Entéo, calculou-
se um fator de correcédo (FC) obtido pela divisdo da concentracdo de esporos que
seria necessaria para inocular 5.10° esporos viaveis/mL pela concentracdo de
esporos inoculada (Tabela 2). Este fator de correcédo foi aplicado aos parametros

‘severidade da doenca’ e ‘numero total de pustulas’ avaliados em cada inoculacéo.

Tabela 2 — Porcentagem de germinacdo e concentracdo de cada inoculagdo das popula¢cBes de
Puccinia kuenii

Experimento

Primeiro Segundo
Local I — I — .
% Ger.” [esp.]".10° % Ger.” [esp.]".10 FC
Piracicaba (SP) 18 2,77 36 0,66 2,09
Araras (SP) 35 1,42 11 0,69 6,58
Ribeirdo Preto (SP) 19 2,63 22 0,58 3,91
Paranacity (PR) 20 2,50 24 1,21 1,72
Nova Alvorada Sul (MS) 13 3,84 7 0,94 7,59
Dourados (MS) 16 3,12 9 0,87 6,38

'Porcentagem (%) de germinacao.
“Numero de esporos.

*Fator de correcao.

Apb6s cada inoculagdo todas as plantas foram mantidas em camara Umida e
escuro continuo por 24 horas (ANEXO C). Para evitar qualquer tipo de contaminacéo
com esporos de P. kuehnii de outras localidades, as plantas inoculadas sempre
foram mantidas em camaras de crescimento Conviron® (ANEXO C), a temperatura
de 25+2°C.
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2.2.5 Avaliacdo da doenca

As avaliacdes tiveram inicio com o surgimento dos primeiros sintomas da

doenca. Foram avaliados os seguintes parametros:

1 — Periodo médio de incubacado: tempo (em dias) entre a inoculacdo e o
aparecimento dos primeiros sintomas da doenca (ANEXOS D e E), considerado
guando pelo menos 50% das plantas apresentaram 0s primeiros sintomas visuais da
doenca,;

2 — Periodo médio de laténcia: tempo (em dias) entre a inoculacdo e o
aparecimento de pustulas abertas (ANEXO C), considerado quando pelo menos
50% das plantas apresentaram pustulas abertas;

3 - Severidade da doenca: avaliada em 20 cm da folha com maior
qguantidade de sintomas, estimada com auxilio da escala de notas proposta por
Amorim et al. (1987);

4 — Proporcdo de pustulas abertas e fechadas: contagem do numero de
pustulas abertas e de pustulas fechadas em 20 cm da folha com maior quantidade
de sintomas da doenca. Com este parametro calculou-se a porcentagem de pustulas
abertas (%PA);

Para os parametros ‘periodo de incubacdo’ e ‘periodo de laténcia’ as
avaliacdoes foram diarias até o final de cada experimento. JA para os parametros
‘severidade da doenga’ e ‘proporcao (contagem) de pustulas abertas e fechadas’
foram realizadas trés avaliacdes durante cada experimento (11, 16 e 21 dias apdés a

inoculacao).
2.2.6 Caracterizacao e analise da diversidade genética de P. kuehnii

Para a analise molecular das seis popula¢ées de P. kuehnii, duas regiées do
DNA ribossdmico foram amplificadas e sequenciadas: a regido ITS (Internal

transcribed spacer) e a regido IGS (Intergenic spacer).
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2.2.6.1 Extracao de DNA

Esporos de P. kuehnii oriundos de cada uma das seis localidades foram
coletados apés a primeira inoculacdo e armazenados em ultrafreezer a -80°C. Para
a extracdo do DNA total, utilizou-se protocolo desenvolvido por Dellaporta, Wood e
Hicks (1983), com modificacbes: cada amostra composta por uma pequena
qguantidade de esporos foi macerada em um tubo ‘eppendorf’ de 1,5 ml contendo 500
ML do tampéo de extragdo (100 uM de EDTA, 2,5 M de NH4A;, 100 mM de tampéao
Tris, pH 8,0). Apés a maceracao, foram acrescentados 33 uL de SDS 20% e apos
homogeneizacdo da solucdo, seguiu-se a incubacdo em banho-maria a 65°C
durante 10 minutos. Apds o resfriamento, adicionou-se 160uL de acetato de potassio
5M e a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 14.000 rpm. A fase aquosa foi
transferida para novos microtubos e adicionou-se 300 yL de isopropanol gelado
(-20°C). Em seguida, os microtubos foram novamente centrifugados a 14.000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente. O pellet foi lavado
em 500puL de etanol 75% e a solugao foi centrifugada a 14.000 rpm por 5 minutos. O
etanol foi descartado e o precipitado ficou a temperatura ambiente para secar e,

posteriormente, foi ressuspenso em 50 pL de agua milliQ.

2.2.6.2 Reacéao de PCR

Para cada amostra, as reacbes para amplificar as duas regibes foram
realizadas utilizando-se 16,1 pL de agua milliQ, 1 pL do DNA extraido, 2,5 uL do
tampéo para PCR, 2,2 uL de MgCl,, 2,0 uL de uma mistura de dNTPs, 0,5 puL de
cada um dos oligonucleotideos e 0,2 yL da enzima Taq DNA polimerase, totalizando
um volume final da reagéo de 25 pL.

Para amplificar a regido IGS, utilizou-se o par de oligonucleotideos LR12R
(5’GAACGCCTCTAAGGTCAGAATCC3) /5SRNA(5’ATCAGACGGGATGCGGT3))
(JAMES et al., 2001). As reacdes de PCR foram conduzidas em termociclador com
as seguintes condic¢des: pré-aquecimento inicial por 5 minutos a 95°C, seguido de 35
ciclos de desnaturagédo a 95°C por 30 segundos, de anelamento a 50°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e um ciclo final de extensdo de 10

minutos a 72°C.
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A regido ITS foi amplificada com o par de oligonucleotideos ITS2R
(5 TTCAATGATGCTGCTTTTCAACSI)ITS1F (5°CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAZ).
As reacfes de PCR foram conduzidas em termociclador com as seguintes
condi¢Bes: pré-aquecimento inicial de 2 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de
desnaturacao a 95 °C por 45 segundos, de anelamento a 52 °C por 45 segundos e
extensdo a 72°C por 80 segundos e um ciclo final de extensdo de 5 minutos a 72°C.

Os produtos obtidos de cada PCR foram aplicados em gel de agarose 1,0%
corado com brometo de etideo. Os fragmentos correspondentes as regioes
genbmicas amplificadas foram visualizados em transiluminador de ultravioleta
(Kodak). Como controle positivo foi utilizado amostra de DNA de P. kuehnii mantidas

pelo Centro de Tecnologia Canavieira.

2.2.6.3 Alinhamento das sequéncias e andlises filogenéticas

As sequéncias nucleotidicas das populacdes de P. kuehnii utilizadas no
trabalho foram comparadas entre si e aquelas depositadas no “GenBank” (NCBI)
para averiguar o nivel de similaridade genética existente entre as mesmas.

Tanto as sequéncias das seis populacdes utilizadas no presente trabalho
guanto as sequéncias ja depositadas no GenBank foram alinhadas pelo método
Muscle (EDGAR, 2004) usando o programa Mega versdo 5.0° (TAMURA et al.,
2011). Gaps foram considerados como dados perdidos e as regides terminais com
alinhamento duvidoso foram retiradas manualmente usando o programa BioEdit
v.7.1.11.

Foi utilizado o método de analise filogenética por aproximagéo bayesiana. A
analise filogenética foi realizada pelo Mr. Bayes v3.1.2 (HUELSENBECK;
RONQUIST, 2001). O melhor modelo selecionado pelo Mr.Modeltest v2.3, baseado
em AIC, foi o modeloKimura 3-parameter. A amostragem pela Markov chain Monte
Carlo (MCMC) foi realizada com 1.10° geragées. Nas andlises foi utilizada como
outgroup uma sequéncia de P. melanocephala de ambas as regides IGS e ITS
depositada no ‘GenBank’. As arvores filogenéticas geradas foram editadas no
programa Figtree v3.1 2006-2009. A colecao de populacdes de P. kuehnni utilizadas

para reconstrucao filogenética esta descrita na Tabela 3.
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(continua)

N°. acesso GenBank

Identificacao Variedade Local de coleta Coletor Data da coleta
IGS ITS

Piracicaba-Brasil SP89-1115 Piracicaba, SP, Brasil Sydney (CTC) out-12 - -
Araras-Brasil SP81-3250 Araras, SP, Brasil A.S. Moreira ago-12 - -
Ribeirdo Preto-Brasil SP89-1115 Ribeirdo Preto, SP, Brasil (CTC) jul-11 - -
Paranacity-Brasil CT96-3415 Paranacity, PR, Brasil F.C. Pattaro (CTC) abr-12 - -
Nova Alvorada do Sul-Brasil RB72-454 Nova Alvorada do Sul, MS, Brasil W.Arnt (CTC) ago-12 - -
Dourados-Brasil SP89-1115 Dourados, MS, Brasil W.Armt (CTC) ago-12 - -
'BRIP52110-Australia Q141 Bundaberg, Australia D. Bush abr-03 FJ7088589 FJ708563
'BRIP52112-Austrélia Q124 Burdekin, Austrélia W. Neilson mar-02 FJ7088590 FJ708564
'BRIP52113-Australia Q124 Condog, Austrdlia P. McGuire jan-03 FJ7088591 FJ708565
'BRIP52114-Austrélia Q124 Mackay, Australia T. Staier jan-04 FJ7088592 FJ708566
'BRIP52115-Australia Q124 Tully, Austrélia W. Neilson mar-02 FJ7088593 FJ708567
'BRIP52117-Austrélia Q155 Fairymead, Australia D. Bush jan/02 FJ7088595 FJ708569
'BRIP52118-Austrélia RB72-454 Ballina, Australia A. Cattle fev-03 FJ7088596 FJ708570
'BRIP52119-Austrélia Q177 Mackay, Australia D. Appo abr-02 FJ7088597 FJ708571
'BRIP52109-Australia S. spontaneum Daly River, Australia P. Stephens out-04 FJ7088588 FJ708562
'BRIP52116-Austrélia Q78 Tully, Australia J. Bull mar-04 FJ7088594 FJ708568
'BRIP3758-Australia ni Brisbane, Austrélia H. Tryon 1898 FJ7088572 -
'BRIP7538-Austrélia ni Bundaberg, Australia ni 1955 FJ7088573 FJ708547
2GU4415-Australia Q124 Mackay, Australia ni 2001 - GU564415
2GU4419-Australia Q124 Mackay, Australia ni 2001 - GU564419
3BPI79612-Australia Ni Austréalia ni 1935 - AJ406048
'BRIP18997-Samoa ni Savaii, Samoa A. Johnston 1961 FJ7088574 FJ708548
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Tabela 3 — Populacdes de Puccinia kuehnii utilizadas para analise filogenética das regiées IGS e ITS

(continuacao)

N°. acesso GenBank

Identificacao Variedade Local de coleta Coletor Data da coleta
IGS ITS

2GU4408-China RB72-454 Guanxi Province, China ni 2008 - GU564408
2GU4417-China RB72-454 Guanxi Province, China ni 2008 - GU564417
’BRIP52106-China YT94-128 Zhanjiang, China B. Croft 2003 - FJ708559
1BRIP39604-Papua Nova Guine S. officinarum Wewak, Papua Nova Guine R. Magarey mai-01 FJ7088575 FJ708549
1BRIP47011-Papua Nova Guine S. edule Jayapura, Papua Nova Guine R. Magarey mai-01 FJ7088582 FJ708556
1BRIP47039-Papua Nova Guine S. robustum New Britain, Papua Nova Guine R. Magarey mai-01 FJ7088583 FJ708557
1BRIP47064-Papua Nova Guine S. edule Alotau, Papua Nova Guine R. Magarey mai-01 FJ7088584 -

'BRIP45350-Indonésia Erianthus sp. Anjani, Indonésia B. Croft jun-02 FJ7088576 FJ708550
'BRIP45351-Indonésia S. officinarum Lewa-Paku, Indonésia B. Croft jun-02 FJ7088577 FJ708551
'BRIP45352-Indonésia S. officinarum Kopang Jelunjuk, Indonésia B. Croft jun-02 FJ7088578 FJ708552
'BRIP45354-Indonésia Hibrido Utan-Sabiduk, Indonésia B. Croft jun-02 FJ7088579 FJ708553
'BRIP45855-Indonésia S. spontaneum Sanur, Indonésia B. Croft jun-02 FJ7088580 FJ708554
! BRIP45856-Indonésia S. spontaneum Kelimutu, Indonésia B. Croft jun-02 FJ7088581 FJ708555
'BRIP52107-Indonésia Hibrido Lampung, Indonésia Irawan fev-04 FJ7088586 FJ708560
'BRIP52108-Indonésia Hibrido Utan-Sabiduk, Indonésia B. Croft jun-02 FJ7088587 FJ708561
2C5U4413—Filipinas 56-226 Silay City, Filipinas ni 2007 - GU564413
2GU4418-FiIipinas 56-226 Silay City, Filipinas ni 2007 - GU564418
3TSHRlllZS—Japé\o RK89-241 Japédo ni 1996 - AJ406067
3TSHR11129-Jap:§1o NCo310 Japéo ni 1996 - AJ406049
2GU4416—Jap€10 NCo310 Macabe, Japéo ni 2007 - GU564416
2GU4420-Jap€10 NCo310 Macabe, Japédo ni 2007 - GU564420
*BPI878243-Guatemala CP72-2086 Guatemala ni 2007 - EU543434
5GQ1584-Panamé SP74-8355 Cocle Province, Panama ni 2008 - GQ281584
6FJ2476—Nicarague’1 ISA00-1000 Nicaraguéa ni 2007 - FJ532476
2GU4412-Nicaragué1 ISA00-1000 Ingenio San Antonio, Nicaragua ni 2007 - GU564412
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(concluséo)

N°. acesso GenBank

Identificacao Variedade Local de coleta Coletor Data da coleta
IGS ITS

6F\32477-Costa Rica SP71-5574 Costa Rica ni 2007 - FJ532477
2GU4409-Costa Rica CP72-2086 Curts Cana, Costa Rica ni 2008 - GU564409
GU4411-Jamaica BT9186 St. Catherine Parish, Jamaica ni 2008 - GU564411
2GU4414-México NCo301 Chiapas, México ni 2008 - GU564414
*BPI878289-Estados Unidos CP80-1743 Flérida, EUA ni 2007 - EU176009
*EUB008-Estados Unidos CP72-2086 Florida, EUA ni 2007 - EU176008
®GU4421-Estados Unidos CP72-2086 Flérida, EUA ni 2009 - GU564421
3BPI17964-Havai ni Havai, EUA ni 1916 - AJ406049
*puccinia melanocephala Q102 Woodford, Australia B. Croft jan-04 FJ009329 FJ009328

ni: nao identificado
'BRAITHWAITE et al. (2009)
2GLYNN et al. (2010)
3VIRTUDAZO et al. (2001a)
*COMSTOCK et al. (2008)
°FLORES et al. (2009)
®CHAVARRIA et al. (2009)
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2.2.7 Analise dos dados

2.2.7.1 Periodos de incubacdo e laténcia, severidade, numero total de pustulas
e porcentagem de pustulas abertas

Os dados de numero total de pustulas e a porcentagem de pustulas abertas
obtidas em cada uma das inoculacbes das seis populacdes de P. kuehnii nas treze
variedades de cana-de-acUcar foram submetidos a analise de variancia e teste de
Scott-Knott (5% de significaAncia) para comparar as médias obtidas para os fatores
variedade e populacdo de P. kuehnii, os quais foram submetidos a analise fatorial.
Em funcdo da adocdo de pelo menos 50% das repeticbes de cada combinacéo
variedade/populacdo de P. kuehnii para determinacdo dos periodos médios de
incubacao e laténcia da doenca e pela proximidade dos valores, ndo foi necessario
aplicar teste de média para estas variaveis. Os dados referentes ao numero total de
pustulas foram submetidos a transformacéo da raiz quadrada (x + 1,0) antes de se

aplicar o teste Scott-Knott.

2.3 Resultados

2.3.1 Periodo de incubacéo

Independentemente da classificacdo quanto ao nivel de resisténcia ao
patégeno (Tabela 1), todas as treze variedades de cana-de-ac¢lcar inoculadas com
as seis populacdes de Puccinia kuehnii apresentaram o periodo de incubacédo da
doenca entre 7 a 10 dias (Figura 2; Anexo A). No entanto, a maioria dos sintomas
surgiu entre 7 e 9 dias ap0s a inoculacdo. Tanto no primeiro quanto no segundo
experimento o periodo de incubacdo de 10 dias foi registrado apenas para as
variedades SP89-1115 e CTC15, quando inoculadas com as populacdes de P.
kuehnii oriundas de NA e DO no primeiro experimento. No segundo experimento,
além destas duas populagbes, as populacdes de RP e Pl também apresentaram
periodos de incubacéo de 10 dias para estas duas variedades (Figura 2). Entre as
populacdes de P. kuenhii a variacdo no periodo de incubacao foi pequena.

A variedade CTC 6, resistente a P. kuehnii (Tabela 1), apresentou na maioria
dos experimentos 0 menor periodo de incubacdo (7 dias). Ja a variedade SP89-
1115, apesar de ser uma das mais suscetiveis dentre as utilizadas no trabalho, foi a

variedade que apresentou em média o maior periodo de incubacéo (9 e 10 dias). A
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variedade CTC 3, apresentou periodos de incubacdo mais longos do que as demais
(8 a 10 dias) independente da populacéao de P. kuehnii utilizada (Figura 2, Anexo A).
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Figura 2 — Periodo de incubacéo (dias) da ferrugem alaranjada em 13 variedades de cana-de-acgucar
inoculadas com populagBes de P. kuehnii oriundas de Piracicaba/SP (Pl), Araras/SP (AR),
Ribeirdo Preto/SP (RP), Paranacity/PR (PR), Nova Alvorada do Sul/MS (NA) e
Dourados/MS (DO)
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2.3.2 Periodo de laténcia

O periodo de laténcia variou de 9 a 18 e 9 a 19 dias no primeiro e segundo
experimentos, respectivamente. Para a maioria das inoculagbes 0s menores
periodos de laténcia (9 e 10 dias) foram registrados quando as variedades foram
inoculadas com as populagdes de P. kuehnii de Pl e PR. Quando inoculadas com a
populacdo do patégeno oriunda de NA, todas as variedades que abriram pustulas
apresentaram a laténcia de 11 ou 12 dias. Os periodos de laténcia mais longos
ocorreram quando se inoculou P. kuehnii oriunda de RP, AR, DO e PR nas
variedades RB85-5156 (15 dias), RB86-7515 e CTC 6 (16 a 18 dias), CTC 6 (17 a 19
dias) e CTC 18 (18 dias), respectivamente (Figura 3, Anexo B).

Dentre as sete variedades de cana-de-acgUcar inoculadas com todas as seis
populacdes de P. kuehnii, as variedades SP89-1115 (suscetivel), RB85-5156
(intermediaria), CTC 3 (suscetivel) e CTC 15 (intermediaria) (Tabela 1)
apresentaram pelo menos 50% das repeticdes com pustulas abertas em todas as
inoculacbes. Em contrapartida, durante o periodo de avaliacdo a variedade RB96-
6928 foi a Unica que nao apresentou nenhuma pustula aberta nas inoculagdes com
P. kuehnii oriunda de RP e PR. Ja a CTC 18 apresentou pelo menos 50% das
plantas com pustulas abertas apenas quando inoculada com a populacdo de P.
kuehnii de PR. A populacao de P. kuehnii de AR foi capaz de provocar a abertura de
pustulas nas importantes variedades RB86-7515 e CTC 6 (ANEXO D). Esta ultima
também apresentou pustulas (em baixa quantidade) abertas quando inoculada com
P. kuehnii oriunda de DO. A laténcia para as inoculacbes com ambas as populacdes
foi tardia, sendo de 17 a 19 dias. Para as variedades classificadas como suscetiveis
e intermediarias (Tabela 1) os periodos de laténcia predominantes foram de 10 e 11
dias (Figura 3, Anexo B).

A variedade SP81-3250, uma das mais plantadas no Estado de Sao Paulo,
guando inoculada com esporos oriundos de PR apresentou no segundo experimento
pustulas abertas 16 dias apds a inoculagdo. Ja no primeiro experimento, apesar de
algumas plantas terem apresentado pustulas abertas 14 dias apos a inoculacao, tal
fato ndo foi observado em pelo menos 50% das repeticdes. Nas inoculacées com
populacdes oriundas das outras localidades a laténcia variou de 10 a 12 dias (Anexo
B).
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Figura 3 — Periodo de laténcia (dias) da ferrugem alaranjada em 13 variedades de cana-de-aglcar
inoculadas com populac¢ées de P. kuehnii oriundas de Piracicaba/SP (Pl), Araras/SP (AR),
Ribeirdo Preto/SP (RP), Paranacity/PR (PR), Nova Alvorada do Sul/MS (NA) e
Dourados/MS (DO)

2.3.3 Severidade da ferrugem alaranjada

Os resultados de severidade da ferrugem alaranjada nas 13 variedades de
cana-de-acucar inoculadas foram bastante variaveis, tanto entre as populacdes de

P. kuehnii utilizadas, quanto entre as préprias variedades e até mesmo entre os dois
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experimentos, apesar da aplicagdo do fator de correcdo (Tabela 2) para cada
inoculacao.

Apesar da grande variacdo, observa-se que as maiores severidades nos
dois experimentos ocorreram nas variedades SP81-3250, CTC 3, CTC 9 e SP89-
1115 (Figura 3). No primeiro experimento, para a maioria das variedades, os maiores
niveis de severidade ocorreram quando se inoculou as populacdes de P. kuehnii
oriundas de AR (barras vermelhas) e de RP (SP) (barras pretas). Em numeros
absolutos, niveis de severidade média acima de 10% ocorreram apenas nas
variedades SP81-3250, CTC 3 e CTC 9 (Figura 3 — primeiro experimento). Ja no
segundo experimento, também para a maioria das variedades, os maiores niveis de
severidade foram obtidos nas inoculagbes das populacbes de P. kuehnii coletadas
em NA (barras azuis), DO (barras verdes-claro) e PR (barras cinza). Aplicando-se o
fator de correcdo (Tabela 2), niveis de severidade acima de 10% foram obtidos nas
inoculacdes das variedades SP81-3250, CTC 3, CTC 9 e SP89-1115 com a
populagdo de P. kuehnii coletada em NA, PR e DO (Figura 3 — segundo
experimento).

Nas variedades resistentes RB69-9628, CTC 6, RB86-7515 e CTC 18 e as
intermediarias RB92-5211 e CTC 13, os niveis de severidade foram bem menores
gue nas demais variedades inoculadas, principalmente no primeiro experimento
(Figura 3).
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Figura 3 — Severidade (%) de ferrugem alaranjada avaliadas em 13 variedades de cana-de-agucar
inoculadas com popula¢gBes de P. kuehnii oriundas de Piracicaba/SP (Pl), Araras/SP (AR),
Ribeirdo Preto/SP (RP), Paranacity/PR (PR), Nova Alvorada do Sul/MS (NA) e
Dourados/MS (DO)

2.3.4 Numero total de pustulas

A diferenca no numero total de pustulas (abertas + fechadas) entre as
populagdes de P. kuehnii utilizadas neste trabalho foi significativa para todas as sete
variedades que receberam inoculacbes com as todas as populacdes de P. kuehnii.
O maior numero de pustulas foi registrado nas inoculacbes com a populagéo oriunda
de AR. Nas variedades SP89-1115, RB85-5156 e CTC 15, a populagéo oriunda de
PR apresentou comportamento semelhante a populacdo de P. kuehnii coletada em

AR. Para as demais populacbes, 0 numero de pustulas nédo diferiu
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significativamente, apesar do predominio das menores contagens de pustulas

guando se inoculou a populacao oriunda de Pl (Tabela 4; Tabela 5; Apéndice A).
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Tabela 4 — Total médio de pustulas (abertas + fechadas) de ferrugem alaranjada de dois experimentos avaliados em 13 variedades de cana-de-agUcar
inoculadas com populacdes de P. kuehnii oriundas de Piracicaba/SP (Pl), Araras/SP (AR), Ribeirdo Preto/SP (RP), Paranacity/PR (PR), Nova
Alvorada do Sul/MS (NA) e Dourados/MS (DO). Dados médios de dois experimentos

Local de coleta
Variedade  Ppiracicaba-SP  Araras-SP Ribeirdo Preto-SP Paranacity-PR  Nova Alvorada do Sul-MS Dourados-MS

Pl AR RP PR NA DO
SP89-1115 135,05** aB 393,45 cA 226,78 aB 320,43 aA 154,27 bB 191,69 bB
RB85-5156 75,93 aB 289,21 cA 93,30 bB 330,46 aA 156,61 bB 145, 48 bB
SP81-3250 92,11 aC 742,81 aA 120,16 bC 338,87 aB 291,31 aB 203,33 bB
RB86-7515 84,32 aC 530,11 bA 84,60 bC 292,94 aB 162,76 bC 157,52 bC
CTC3 165,35 aC 528,43 bA 250,09 aC 335,98 aB 143,24 bC 321,78 aB
CTC6 118,64 aC 505,27 bA 184,33 aC 297,22 aB 144,34 bC 326,16 aB
CTC 15 115,04 aC 314,38 cA 121,08 bC 329,98 aA 84,27 bC 193,62 bB
RB92-5211* - - 61,90 cA 61,90 bA - -
RB96-6928* - - 15,12 cA 37,97 bA - -
CTC 8* - - 126,60 bA 229,87 aA - -
CTC 9* - - 302,10 aA 395,30 aA - -
CTC 13* - - 116,94 bA 220,39 aA - -
CTC 18* - - 20,72 cA 77,67 bA - -

*Variedades inoculadas apenas com populac¢des de P. kuehnii coletadas em RP e PR.
**Dados originais. Valores em uma mesma linha seguidos por letras mailsculas idénticas e valores em uma mesma coluna seguidos por letras minUsculas
idénticas, ndo diferem entre si a 5% pelo teste de Scott-Knott. Dados transformados em raiz quadrada de (x + 1,0) para andlise estatistica.
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Para facilitar a separagéo das combinacdes entre as variedades de cana-de-
acucar e as populacdes de P. kuehnii, foram identificados cinco grupos pelo teste de
Scott-Knott (a 5% de significancia) (Tabela 5). A quantidade total de pustulas indicou
gue a populacao coletada em AR foi a que provocou maior nimero de pustulas. Os
dois primeiros grupos sédo compostos por esporos coletados nesta localidade. Tanto
as variedades suscetiveis quanto as variedades intermediarias e resistentes (Tabela
1) apresentaram as maiores quantidades de pustulas (Tabela 5). A variedade
intermediaria SP81-3250 (Tabela 1) foi a que apresentou a maior quantidade total de
pustulas, sendo a Unica que integra o grupo 1. As variedades RB86-7515 e CTC 6,
apesar de resistentes (Tabela 1), se situaram no segundo grupo com maior nimero
total de pustulas. Além das populacdes de P. kuehnii de AR, as populacdes oriundas
de Paranacity (PR) também provocaram maiores quantidades de pustulas, porém
ficaram alojadas no grupo 2 (Tabela 5).

As variedades RB92-5211, RB96-6928 e CTC 18 foram as Unicas que se
situaram no ultimo grupo (5). Ressalta-se que estas foram inoculadas apenas com
as populacoes de P. kuehnii coletadas em RP e PR. De acordo com 0s cinco grupos
propostos pelo Teste de Scott-Knott, nos grupos 4 e 5 encontram-se as variedades
gue apresentaram menos de 200 pustulas. No grupo 3, estdo as variedades que
apresentaram de 200 a 400 pustulas e nos grupos 1 e 2 estdo as variedades que

apresentaram mais de 500 pustulas (Tabela 5).
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Tabela 5 — Agrupamento das 13 variedades de cana-de-acUcar inoculadas com as seis populagdes
de P. kuehnii em funcdo do numero total médio de pustulas (PT) aos 21 dias apés a

inoculacao
(continua)

Variedade Identificacdo da populagdo Local de coleta PT*  Agrupamento**
SP81-3250 AR Araras (SP) 742,81 1
RB86-7515 AR Araras (SP) 530,11

CTC®6 AR Araras (SP) 505,27 2
CTC3 AR Araras (SP) 528,43

CTC9 PR Paranacity (PR) 395,30
SP89-1115 AR Araras (SP) 393,45
SP81-3250 PR Paranacity (PR) 338,87

CTC3 PR Paranacity (PR) 335,98
RB85-5156 PR Paranacity (PR) 330,46

CTC 15 PR Paranacity (PR) 329,98

CTC®6 DO Dourados (MS) 326,16

CTC3 DO Dourados (MS) 321,78
SP89-1115 PR Paranacity (PR) 320,43

CTC 15 AR Araras (SP) 314,38 3
CTC9 RP Ribeirdo Preto (SP) 302,10

CTC®6 PR Paranacity (PR) 297,22
RB86-7515 PR Paranacity (PR) 292,94
SP81-3250 NA Nova Alvorada do Sul (MS) 291,31
RB85-5156 AR Araras (SP) 289,21

CTC3 RP Ribeirdo Preto (SP) 250,09

CTCS8 PR Paranacity (PR) 229,87
SP89-1115 RP Ribeirdo Preto (SP) 226,78

CTC 13 PR Paranacity (PR) 220,39
SP81-3250 DO Dourados (MS) 203,33

CTC 15 DO Dourados (MS) 193,62
SP89-1115 DO Dourados (MS) 191,69

CTC®6 RP Ribeirdo Preto (SP) 184,33

CTC3 PI Piracicaba (SP) 165,35
RB86-7515 NA Nova Alvorada do Sul (MS) 162,76
RB86-7515 DO Dourados (MS) 157,52
RB85-5156 NA Nova Alvorada do Sul (MS) 156,61
SP89-1115 NA Nova Alvorada do Sul (MS) 154,27 4
RB85-5156 DO Dourados (MS) 145,48

CTC®6 NA Nova Alvorada do Sul (MS) 144,34

CTC3 NA Nova Alvorada do Sul (MS) 143,24
SP89-1115 PI Piracicaba (SP) 135,05

CTC8 RP Ribeirdo Preto (SP) 126,60

CTC 15 RP Ribeirdo Preto (SP) 121,08
SP81-3250 RP Ribeirdo Preto (SP) 120,16

CTC®6 PI Piracicaba (SP) 118,64

CTC 13 RP Ribeirdo Preto (SP) 116,94
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Tabela 5 — Agrupamento das 13 variedades de cana-de-acgUcar inoculadas com as seis populacdes
de P. kuehnii em funcdo do nimero total médio de pustulas (PT) aos 21 dias apés a

inoculacéo
(concluséao)
Variedade  ldentificagdo da populagdo |ocal de coleta PT*  Agrupamento**
CTC 15 PI Piracicaba (SP) 115,04
RB85-5156 RP Ribeirdo Preto (SP) 93,30 4
SP81-3250 PI Piracicaba (SP) 92,11
RB86-7515 RP Ribeirdo Preto (SP) 84,60
RB86-7515 Pl Piracicaba (SP) 84,32
CTC 15 NA Nova Alvorada do Sul (MS) 84,27
CTC 18 PR Paranacity (PR) 77,67
RB85-5156 Pl Piracicaba (SP) 75,93
RB92-5211 RP Ribeirdo Preto (SP) 61,90 S
RB92-5211 PR Paranacity (PR) 61,90
RB96-6928 PR Paranacity (PR) 37,97
CTC 18 RP Ribeirdo Preto (SP) 20,72
RB96-6928 RP Ribeirdo Preto (SP) 15,12

*Dados médios originais de dois experimentos.
**Teste de Scott-Knott a 5% de significancia, com dados transformados em raiz quadrada (x + 1,0).

2.3.5 Porcentagem de pustulas abertas (%PA)

Para todas as seis populacdes inoculadas, as variedades SP89-1115 e CTC

3 foram as que mais apresentaram pustulas abertas ao final das avaliagdes, com

porcentagens acima de 90% e 84%, respectivamente (Tabelas 5 e 6; Apéndice B).

Na comparacdo entre as populacdes de P. kuehnii, observou-se que das 7

variedades que receberam inoculacbes de todas as seis populacdes, ocorreram
diferencas significativas para quatro variedades: RB85-5156, SP81-3250, CTC 3 e

CTC 15. Sempre que a diferenca foi significativa, a populacdo de AR foi agrupada

entre as que provocaram maiores %PA (Tabela 5).
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Tabela 5 — Porcentagem de pustulas abertas (21 dias apds a inoculacdo) avaliadas em 13 variedades de cana-de-acucar inoculadas com populacées de P.
kuehnii oriundas de Piracicaba/SP (Pl), Araras/SP (AR), Ribeirdo Preto/SP (RP), Paranacity/PR (PR), Nova Alvorada do Sul/MS (NA) e
Dourados/MS (DO). Dados médios de dois experimentos

Local de coleta

Variedade  Pjracicaba-SP ~ Araras-SP  Ribeirdo Preto-SP  Paranacity-PR  Nova Alvorado do Sul-MS Dourados-MS
Pl AR RP PR NA DO
SP89-1115 97,91 aA* 95,27 aA 90,52 aA 96,95 aA 92,44 aA 90,59 aA
RB85-5156 31,53 cC 67,06 cA 16,95 cD 67,70 cA 37,91 cC 54,24 cB
SP81-3250 22,29dC 89,29 bA 1,13 dD 0,89 eD 24,88 dC 44,89 dB
RB86-7515 0,00 eA 0,94 dA 0,00 dA 0,00 eA 0,00 eA 0,00 eA
CTC3 95,80 aA 95,54 aA 92,80 aA 95,40 aA 84,39 bB 84,78 aB
CTC6 0,31 eA 1,25 dA 0,00 dA 0,00 eA 0,00 eA 1,36 eA
CTC 15 60,96 bB 72,06 cA 29,22 bC 78,31 bA 30,26 dC 64,12 bB
RB92-5211 - - 33,24 bB 61,08 cA - -
RB96-6928 - - 0,00 dA 0,00 eA - -
CTC8 - - 36,43 bA 67,71 cA - -
CTC9 - - 88,12 bB 76,13 aA - -
CTC 13 - - 38,27 bB 76,46 bA - -
CTC 18 - - 0,00 dA 23,77 dA - -

*Valores em uma mesma linha seguidos por letras mailsculas idénticas e valores em uma mesma coluna seguidos por letras minasculas idénticas, nao

diferem entre si a 5% pelo teste de Scott Knott.
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O teste Scott-Knott (a 5% significancia) apresentado na Tabela 6, separou a
as combinacdes entre as variedades de cana-de-aglUcar e as populacdes de P.
kuehnii utilizadas em nove grupos. Considerando as trés classificagcbes de
resisténcia de plantas a patdgeno (resistente, intermediaria e suscetivel) (Tabela 1),
observa-se que nos agrupamentos 1 e 2 ocorreu o predominio das variedades
suscetiveis SP89-1115 e CTC 3. Nestes grupos estéo inseridas as variedades que
apresentaram mais de 80% de pustulas abertas. Nos agrupamentos de 3 a 8,
predominaram as variedades intermediarias CTC 8, CTC 9, CTC 13, CTC 15, CTC
18, RB85-5156, RB92-5211, as quais apresentaram de 16 a 79% de pustulas
abertas. No agrupamento 9 predominaram as resistentes CTC 6, RB86-7515 e
RB96-6928, que apresentaram menos de 2% de pustulas abertas ou mesmo
nenhuma pustula aberta (Tabela 6).

A variedade SP81-3250, considerada intermediaria pelos programas de
melhoramento (Tabela 1), foi agrupada pelo teste Scott-Knott nas trés divisdes
citadas no paragrafo anterior: mais de 89% PA quando inoculada com a populacéo
de P. kuehnii oriunda de AR e contrariamente, 1,13% e 0,89% quando inoculada
com as populagdes oriundas de RP e PR, respectivamente. Nas inoculagdes com as
populacbes de DO, NA e PI, o teste a colocou nos agrupamentos intermediarios:
44,89%, 24,88% e 22,49% de pustulas abertas, respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6 — Agrupamento das 13 variedades de cana-de-acUcar inoculadas com as seis populagdes
de P. kuehnii em funcéo da porcentagem de pustulas abertas (%PA) 21 apés a inoculacéo

(continua)

Variedade Identificacdo da populagdo [ocal de coleta % PA*  Agrupamento**
SP89-1115 Pl Piracicaba (SP) 97,91

SP89-1115 PR Paranacity (PR) 96,95

CTC3 Pl Piracicaba (SP) 95,80

CTC3 AR Araras (SP) 95,54

CTC3 PR Paranacity (PR) 95,40 1
SP89-1115 AR Araras (SP) 95,27

CTC3 RP Ribeirdo Preto (SP) 92,80

SP89-1115 NA Nova Alvorada do Sul (MS) 92,44

SP89-1115 DO Dourados (MS) 90,59

SP89-1115 RP Ribeirdo Preto (SP) 90,52

SP81-3250 AR Araras (SP) 89,29

CTC9 RP Ribeirdo Preto (SP) 88,12 2
CTC3 DO Dourados (MS) 84,78

CTC3 NA Nova Alvorada do Sul (MS) 84,39

CTC 15 PR Paranacity (PR) 78,31

CTC 13 PR Paranacity (PR) 76,46

CTC9 PR Paranacity (PR) 76,13 3
CTC 15 AR Araras (SP) 72,06

CTC8 PR Paranacity (PR) 67,71

RB85-5156 PR Paranacity (PR) 67,70

RB85-5156 AR Araras (SP) 67,06 4
CTC 15 DO Dourados (MS) 64,12

RB92-5211 PR Paranacity (PR) 61,08

CTC 15 PI Piracicaba (SP) 60,96 5
RB85-5156 DO Dourados (MS) 54,24

SP81-3250 DO Dourados (MS) 44,89

CTC 13 RP Ribeirdo Preto (SP) 38,27

RB85-5156 NA Nova Alvorada do Sul (MS) 37,91 6
CTC8 RP Ribeirdo Preto (SP) 36,43

RB92-5211 RP Ribeirdo Preto (SP) 33,24

RB85-5156 Pl Piracicaba (SP) 31,53

CTC 15 NA Nova Alvorada do Sul (MS) 30,26 7
CTC 15 RP Ribeirdo Preto (SP) 29,22

SP81-3250 NA Nova Alvorada do Sul (MS) 24,88

CTC 18 PR Paranacity (PR) 23,77

SP81-3250 PI Piracicaba (SP) 22,29 8
RB85-5156 RP Ribeirdo Preto (SP) 16,95

CTC®6 DO Dourados (MS) 1,36

CTC®6 AR Araras (SP) 1,25

SP81-3250 RP Ribeirdo Preto (SP) 1,13 9
RB86-7515 AR Araras (SP) 0,94
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Tabela 6 — Agrupamento das 13 variedades de cana-de-acgUcar inoculadas com as seis populacdes
de P. kuehnii em funcdo da porcentagem de pustulas abertas (%PA) 21 apds a inoculacdo
(concluséao)

Variedade Identificacdo da populagdo | ocal de coleta % PA*  Agrupamento**
SP81-3250 PR Paranacity (PR) 0,89

CTC®6 PI Piracicaba (SP) 0,31

CTC 18 RP Ribeirdo Preto (SP) 0,00

RB86-7515 RP Ribeirdo Preto (SP) 0,00

CTC®6 NA Nova Alvorada do Sul (MS) 0,00

CTC®6 RP Ribeirdo Preto (SP) 0,00

CTC®6 AR Araras (SP) 0,00 9
RB86-7515 PR Paranacity (PR) 0,00

RB96-6928 RP Ribeirado Preto (SP) 0,00

RB96-6928 PR Paranacity (PR) 0,00

RB86-7515 DO Dourados (MS) 0,00

RB86-7515 PI Piracicaba (SP) 0,00

RB86-7515 NA Nova Alvorada do Sul (MS) 0,00

*Dados dos dois experimentos.
**Teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Aos 11 dias apés a inoculagédo (DAI), as variedades SP89-1115 e CTC 3 ja
apresentaram maiores valores de %PA do que as demais, com excecdo da
populacdo de P. kuehnii coletada em AR na variedade SP81-3250, que também
apresentou maior %PA aos 11 dias (mais de 40%PA). Aos 21 dias a %PA nesta
variedade foi superior a 89%, valor proximo ao das variedades suscetiveis, SP89-
1115 e CTC 3. Nas inocula¢cdes com as populacdes de P. kuehnii de PIl, DO e NA, o
comportamento da SP81-3250, desde os 11 dias apds a inoculacdo foi semelhante
ao comportamento das variedades intermediarias, RB85-5156 e CTC15. Ja nas
inoculacdes com esporos de P. kuehnii coletados em PR e RP, de 11 DAI até ao
final do experimento (21 DAI), a %PA foi baixa. Nao houve contagem de %PA aos
16 dias apos a inoculagdo quando se inoculou a populacéo coletada em DO (Figura
4).
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Figura 4 — Porcentagem de pustulas abertas de ferrugem alaranjada avaliadas em 7 variedades de

cana-de-acUcar inoculadas com populacdes de P. kuehnii oriundas de Piracicaba/SP (Pl),
Araras/SP (AR), Ribeirdo Preto/SP (RP), Paranacity/PR (PR), Nova Alvorada do Sul/MS
(NA) e Dourados/MS (DO). AvaliacGes aos 11, 16 e 21 dias apds a inoculagdo (DAI).
Média dos dois experimentos.
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2.3.6 Diversidade genética entre as populagdes de P. kuehnii

Os resultados gerados entre as diferentes populacées de P. kuehnii foram
semelhantes nas duas regides sequenciadas, ITS e IGS. No entanto, para a regido
ITS foi possivel identificar quatro principais agrupamentos, enquanto na regiao IGS
formaram-se trés. Em ambas as regifes sequenciadas, as seis populacdes de P.
kuehnii se posicionam no maior agrupamento, junto de populacdes de P. kuehnii
oriundas da Australia, Papua Nova Guiné, Indonésia, Filipinas, Japdo, China,
Guatemala, Panamd, Jamaica, Costa Rica, Nicaragua, México e Estados Unidos
(ITS) e Austrdlia, Indonésia e China (IGS). Os valores de probabilidade posterior
para os principais clados da regido ITS variam de 0,55 a 1,00 (Figura 5) e de 0,98 a
1,00 para a regido IGS (Figura 6).

Na andlise da regido ITS as populacdes BPI179612 (Australia) e BPI179624
(Havai, EUA) coletadas em 1935 e 1916, respectivamente, constituem um clado bem
distinto. Ainda nessa regido, todas as populagcdes de P. kuehnii oriundas do
continente americano agrupam-se em um mesmo clado. Em contrapartida,
populacbes de P. kuehnii oriundas da Asia e Oceania estdo presentes em todos 0s
clados definidos na arvore (Figura 5).

Para a regido IGS, a maioria das populacdes de P. kuehnii oriundas da
Austrdlia se situa no grupo 1, juntamente com as populacdes brasileiras de P.
kuehnii utilizadas neste trabalho. Popula¢gBes de P. kuehnii da Indonésia utilizadas
para construcdo da arvore filogenética se posicionam em todos os trés principais
clados. Nas duas arvores construidas, a populacdo BRIP45350 da Indonésia
apresenta maior distancia em relacdo as demais que se situam no mesmo

agrupamento (1) (Figuras 5 e 6).
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Figura 5 — Arvore filogenética da analise bayesiana da regido ITS de Puccinia kuehnii, enraizada com
Puccinia melanocephala. O suporte para cada um dos principais clados (probabilidade
posterior) é indicado abaixo dos nés mais relevantes
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Figura 6 — Arvore filogenética da analise bayesiana da regido IGS de Puccinia kuehnii, enraizada com
Puccinia melanocephala. O suporte para cada um dos principais clados (probabilidade
posterior) é indicado abaixo dos nés mais relevantes
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2.4 Discussao

Racas de um patdgeno correspondem a variantes dentro de uma mesma
espécie, definidas com base em seu espectro de acdo contra um conjunto de
variedades (CAMARGO, 2011). Dentro de tais variagdes podem ocorrer dois tipos de
ragas: agressivas e virulentas (VANDERPLANK, 1968). O surgimento de uma nova
raca virulenta se da quando ha a presenca de um gendtipo mutante do patdégeno
capaz de quebrar a resisténcia de uma determinada variedade (CAMARGO, 2011) e
h& evidentemente interacdo diferencial entre diferentes isolados de um patégeno e
diferentes variedades do hospedeiro (ROBINSON, 1987; VANDERPLANK, 1968).
Contrariamente, racas do patdgeno que nado interagem diferencialmente com as
variedades do hospedeiro,mas podem variar na agressividade, correspondem as
ragas agressivas (VANDERPLANK, 1968).

Os parametros avaliados neste trabalho mostraram que as diferencas
patogénicas encontradas entre as seis populacbes de Puccinia kuehnii ndo foram
suficientes para detectar uma nova racga virulenta do patégeno no Brasil, ou seja,
nao houve interacao diferencial entre as populacdes de P. kuehnii e as variedades
de cana-de-acucar e, portanto, o ranking de resisténcia das variedades foi
constante. No entanto, apesar de o ranking de resisténcia das variedades ter sido
constante, as diferencas patogénicas encontradas entre as seis populagbes de P.
kuehnii foram suficientes para detectar uma raca mais agressiva do patdégeno no
Brasil.

Vanderplank (1963) classificou a resisténcia do hospedeiro em horizontal e
vertical. Se correlacionarmos os dois tipos de resisténcia propostos por Vanderplank
(1963) com a teoria gene-a-gene (FLOR, 1942), podemos inferir que a teoria gene-a-
gene seria 0 eixo que sustenta a resisténcia vertical e esta intimamente ligada, em
grande parte dos casos, a ocorréncia de interacdo diferencial entre patdgeno e
hospedeiro. Tanto a teoria gene-a-gene quanto a interagdo diferencial estao
ausentes na resisténcia horizontal (ROBINSON, 1987), indicando o predominio
deste tipo de resisténcia nas variedades de cana-de-agucar, com significativa
atuacao quantitativa de genes com efeitos menores. De fato, a literatura existente
sobre o tema corrobora esta interpretacéo. Klosowski (2012) avaliou a severidade da
ferrugem alaranjada em oito progénies oriundas de genitores de cana-de-agUcar

resistentes e suscetiveis. Este autor testou a hipétese formulada por Daugrois et al.
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(1996) de que a resisténcia a ferrugem marrom seria controlada por um unico gene
de efeito principal (segregacdo mendeliana 3:1) e concluiu que apenas uma das oito
progénies esteve de acordo com a hipdtese proposta por Daugrois et al. (1996).
Inidmeros outros exemplos de resisténcia poligénica de gramineas a ferrugens ja
foram descritos (WESP et al., 2008; BROERS; JACOB, 1989; KIM; BREWBAKER,
1977). Apesar de existirem estudos que sugerem o efeito monogénico da resisténcia
da cana-de-acucar a ferrugem marrom (RAMDOYAL et al., 2000; DAUGROIS et al.,
1996), para Robinson (1987) o melhoramento em cana-de-agUcar para resisténcia
envolve herancas poligénicas, ndo sendo comum a ocorréncia de caracteres
herdados monogeneticamente. Os diferentes niveis de resisténcia das variedades
de cana-de-acUcar as diferentes populacbes de P. kuehnii, manifestados nos
parametros avaliados no presente trabalho, indicam uma possivel contribuicdo de
mais de um gene na resisténcia das plantas a P. kuehnii.

Apesar da auséncia de racas virulentas de P. kuehnii, as diferencas
encontradas tanto entre as populagdes de P. kuehnii (deteccdo de uma raca mais
agressiva do patdgeno), quanto no comportamento das variedades de cana-de-
acucar merecem ser destacadas. Além disso, na intrinseca relacdo entre a
fitopatologia e o0 melhoramento genético de cana-de-acUcar, é elementar conhecer e
adotar os critérios que melhor separam as variedades quanto ao grau de resisténcia
a P. kuehnii.

Dentro dos parametros avaliados neste trabalho, o periodo de incubacédo
forneceu diferencas menos pronunciadas, impedindo uma distin¢éo clara do grau de
resisténcia ao patégeno das variedades utilizadas. Para todas as situacdes
avaliadas, tanto entre variedades quanto entre populacfes de P. kuehnii, o periodo
de incubagéo variou de 7 a 10 dias (Figura 2). Considerando que este periodo
corresponde ao tempo para o patégeno se desenvolver (VANDERPLANK, 1963) e,
portanto, esta intimamente ligado ao tempo de colonizacdo da planta pelo mesmo,
os resultados mostraram que, nas condicbes em que o0s experimentos foram
conduzidos, os componentes da resisténcia das variedades de cana-de-agucar ndo
influenciam significativamente o tempo para que ocorra a expressao dos sintomas da
doenca. Em outros patossistemas, as diferencas no periodo de incubacdo sao mais
acentuadas. SUBRAHMANYAM et al., (1983) mostraram que em gendétipos de
amendoim mais resistentes,a colonizacédo de Puccinia arachidis € mais lenta e, como

consequéncia, o periodo de incubacédo da doenca € mais longo quando comparado
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a genotipos intermediarios e suscetiveis. Na avaliacdo de gendtipos de trigo, Sareen
et al. (2012) verificaram que as variedades suscetiveis a Puccinia triticina
apresentaram curtos periodos de incubacéao e as resistentes, periodos longos.

Nas avaliagcbes da laténcia da ferrugem alaranjada, maiores diferencas
foram encontradas. O intervalo de variagdo do periodo de laténcia nas variedades
de cana-de-acucar foi bem maior que o periodo de incubagédo: 9 a 19 dias. As
variedades suscetiveis e intermediarias apresentaram periodos de laténcia curtos
(10 a 12 dias), principalmente quando inoculadas com as populac¢des oriundas de PI
e PR, diferentemente das variedades resistentes RB86-7515, CTC 6 e CTC 18
(Tabela 1), cujos periodos de laténcia foram mais longos: 16 a 18 dias (Figura 3).
Essa diferenca mostra que este parametro € um componente da resisténcia
expresso fortemente nas variedades resistentes. A variedade RB96-6928 foi a Unica
que nado apresentou pustulas abertas em nenhuma das repeti¢cdes. Via de regra, a
resisténcia é considerada baixa quando os periodos de laténcia e de incubacao séo
curtos e alta quando tais periodos séo longos (KRANZ, 2002).

Geralmente, os periodos de incubacdo e de laténcia sdo sensiveis a
alteracdes na temperatura, ao nivel de resisténcia quantitativa, a idade da planta, a
densidade do indculo, ao estado nutricional, entre outros fatores (KRANZ, 2002).
Diversos estudos envolvendo o periodo de incubacdo e de laténcia de ferrugens
mostram que as condicbes ambientais - principalmente temperatura - exercem
significativa influéncia sobre esta variavel (BARRERA; HOY; LI, 2012; GHINI et al.,
2011; XU, 1999; ZANDVOORT; GROENEWEGEN; ZADOKS, 1968). No presente
trabalho o periodo de incubacdo mostrou-se mais curto do que o periodo de laténcia,
indicando ndo haver uma boa correlacdo entre ambos. Os dois parametros e nao
apenas um destes, como aconselhado para outros patossistemas (SINGH, PARK,
McINTOSH, 2007; SINGH, PAYNE, RAJARAM, 1991), devem ser considerados na
avaliacdo de gendtipos de cana-de-agucar em programas de melhoramento. Em
muitos casos, os periodos de laténcia e incubacdo tém sido correlacionados com a
taxa de progresso e a severidade de ferrugens no campo (SACKETT; MUNDT,
2005; LEHMAN; SHANER, 1996; JOHNSON; WILCOXSON, 1979), além da relativa
facilidade e rapidez na determinacéo destes parametros (ROUMEN, 1996; BROERS;
JACOBS; 1989; PARLEVLIET et al., 1980).

A avaliagdo da severidade da doenga, mesmo que bastante variavel entre os

experimentos, apesar da aplicacao do fator de correcdo mencionado no item 2.3.3,
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mostrou maiores niveis de doenca nas variedades suscetiveis CTC 3 e SP89-1115 e
nas variedades intermediarias SP81-3250 e CTC 9. J4& na contagem do total de
pustulas, hd a primeira evidencia de ocorréncia de uma raca mais agressiva
constituida pela populagéo de P. kuehnii coletadas em AR. Porém, a contagem do
namero total de pastulas se mostrou ndo ser o parametro mais seguro para avaliar e
classificar a resisténcia de genoétipos de cana-de-aglcar ao patdbgeno, uma vez que
até mesmo as variedades resistentes como a RB86-7515 e a CTC 6, apresentaram
em algumas situacdes um elevado numero de pustulas que reflete na severidade da
doenca (Tabela 4).

O parametro que melhor evidencia a separacédo das variedades quanto ao
grau de resisténcia ao patdgeno e as populagbes de P. kuehnii quanto a
agressividade é a porcentagem de puUstulas abertas (%PA). E com base neste
parametro que se observa uma maior agressividade da populacdo de P. kuehnii
coletada em AR, que fica mais evidente na variedade SP81-3250 (uma das mais
plantadas no Estado de Sao Paulo), a qual apresentou quase 90% PA. Além disso,
os resultados apresentados nas Tabelas 5 e 6 mostram que o parametro %PA é o
mais seguro para separar as variedades quanto ao grau de resisténcia ao patégeno.
Variedades suscetiveis, como a SP89-1115 e a CTC 3 (Tabela 1), apresentaram
elevada %PA (acima de 84%). Em contrapartida, as variedades resistentes
apresentaram %PA abaixo de 2% ou nem apresentaram pustulas abertas (Tabela 5).
A maior amplitude de %PA esta entre as variedades de reacao intermediaria (16% a
76% PA).

No caso especifico da variedade SP81-3250, verifica-se laténcia de 10 a 12
dias (Figura 2), severidade acima de 10% (Figura 3) e mais de 80% PA quando
inoculada com a populagcdo de AR (Tabela 5). Tais resultados mostram que esta
variedade, considerada de reacdo intermediaria, parece acentuar as diferencas
existentes entre as populacdes de P. kuehnii coletadas em AR das demais na
analise do total de pustulas e % PA.

A selecdo de clones resistentes as ferrugens nos programas de
melhoramento de cana-de-acUcar baseia-se basicamente na avaliacdo da
severidade dos sintomas, dada a praticidade desta técnica (SANTOS, 2003).
Alternativamente, um simples parametro, como o numero de lesfes por planta, pode
ser usado para ranquear o hospedeiro de acordo com a resisténcia horizontal

(presente na cana-de-acucar) do mesmo. Aléem disso, tais avaliagbes, quando
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realizadas em condi¢des controladas, como no presente trabalho, s&o mais precisas
do que avaliacdes feitas no campo, uma vez que todas as variaveis climéticas sao
acuradamente controladas (ROBINSON, 1987). Como exemplo da aplicacdo de
outros parametros para avaliar a resisténcia de plantas, Parlevliet et al. (1984)
utilizaram o numero de urédias de Puccinia hordei por planta de cevada para
separar as variedades quanto ao grau de resisténcia horizontal ao patégeno. Nesse
sentido, a adocdo da %PA de ferrugem alaranjada por planta de cana-de-acucar
pelos programas de melhoramento seria uma alternativa para ranquear as
variedades e evitar a eliminacdo de clones que apresentem apenas pustulas
fechadas ou baixo numero de puUstulas abertas. Este método poderia favorecer a
selecéo para resisténcia horizontal, a qual € mais duravel e efetiva. Outra vantagem
na adocao deste parametro seria a rapidez na obtencdo do resultado, pois com
apenas 11 dias apoés a infeccao ja é possivel distinguir as variedades resistentes das
demais e, 16 dias ap0s a infeccdo,separar as suscetiveis das intermediarias (Figura
4).

Assim, com base nos resultados do presente estudo, propde-se um sistema
de auxilio na avaliacdo da resisténcia de variedades de cana-de-aglcar promissoras
pelos programas de melhoramento: avaliar, 20 dias apés as inoculacdes, a
porcentagem de pustulas abertas em por¢des de 10 a 20 cm de folha. Baseado nos
resultados expostos na Tabela 6 e adotando-se uma margem de seguranca
aproximada de 8% para mais e para menos, usar o limiar de 80% PA para separar
as variedades suscetiveis das intermediarias e um limiar de 10% para separar as
variedades intermediarias das resistentes.

A analise molecular mostrou que nao ha diferencas nas regides ITS e IGS
entre as seis populagbes de P. kuehnii utilizadas no presente trabalho. Apesar de
estas regibes serem conservadas, representarem apenas um pequeno fragmento do
genoma completo do patdgeno e as variacbes ndo poderem distinguir populacdes
mais proximas (BRAITHWAITE et al, 2009), a arvore filogenética de P. kuehnii
revelou quatro agrupamentos na regiao ITS (Figura 5) e trés distintos na regidao IGS
(Figura 6). A analise das duas arvores filogenéticas geradas permite sugerir
diferencas no tempo e no espaco entre populagcoes de P. kuehnii. Na regido IGS, as
seis populagdes de P. kuehnii coletadas no Brasil e as populagdes coletadas na
Australia ap6s a epidemia de 2001 (MAGAREY et al., 2001) posicionam-se no maior

agrupamento. Braithwaite et al. (2009) argumentam que a rara presenca de
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teliosporos de P. kuehnii (VIRTUDAZO, NOJIMA, KAKISHIMA, 2001b) impossibilita
a ocorréncia de recombinagbes sexuais. Por isso, sugere que a regido IGS
sequenciada das popula¢gBes australianas de P. kuehnii representam um Unico
gendtipo dominante. Tal fato também pode ser estendido para as populacdes
brasileiras de P. kuehnii utilizadas neste estudo.

A quebra de resisténcia na variedade Q124 em 2000 na Australia pode ter
sido provocada por uma simples mutagéo, produzindo uma nova raca de P. kuehnii
gue teria se disseminado rapidamente pelo pais (BRAITHWAITE et al., 2009). Alias,
na arvore construida para a regido ITS, observa-se que a populagao ‘BPI79612’ se
posicionou bem distante das demais da Australia (Figura 5). Esta populagéo foi
coletada em 1935 (Tabela 2), ou seja, anterior a epidemia ocorrida no ano 2000. Ja
as populacdes de P. kuehnii originadas da Indonésia, centro de origem do patégeno,
estdo presentes nos trés agrupamentos, indicando possiveis variagdes no patdgeno
ao longo do tempo e do espaco. Na regido ITS, novamente todas as populacdes de
P. kuehnii coletadas no Brasil e a maioria de origem australiana se posicionam no
maior agrupamento. Como ja detectado por Braithwaite et al. (2009), as populacdes
da Indonésia indicam mais uma vez maior diversidade por estarem presentes nos
trés maiores agrupamentos. Ainda segundo esses autores, as populacdes oriundas
da Indonésia foram coletadas tanto em canas selvagens quanto em hibridos
comerciais e as populacdes de Papua Nova Guiné (presente em dois agrupamentos)
apenas de plantas de cana selvagens.

Ainda na regido ITS, observa-se que todas as populagbes coletadas nas
Ameéricas do Norte, Central e do Sul se encontram no mesmo clado. Este resultado
corrobora com o descrito por Glynn et al. (2010) que analisaram essa mesma regido
do DNAr de populagbes de P. kuehnii de diversos paises localizados nos dois
hemisférios leste e oeste, e constataram que todas as amostras possuem o alelo
183A, enquanto o alelo 183G néo foi observado em amostras coletadas em paises
localizados no hemisfério oeste, e detectado apenas nas amostras de P. kuehnii
coletadas na Asia e Oceania.

As informagbes geradas neste estudo pelas analises moleculares em
associacao com informacgdes da literatura (GLYNN et al., 2010; BRAITHWAITE et
al., 2009), permitem inferéncias sobre a disseminac¢do do patdégeno, principalmente
apos a epidemia de 2000 na Australia (MAGAREY et al., 2001) e a deteccéo de P.

kuehnii em diversos paises do continente americano. A dispersdo natural de
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patégenos para locais distantes de sua origem pode ocorrer através de uma Unica
invasao (evento raro) ou ocorrer gradualmente, apesar de serem eventos que podem
ser causados pelo mesmo processo de dispersdo (BROWN; HOVMOLLER, 2002).
Para a ferrugem marrom da cana-de-acUcar, a hipotese mais aceita é que esporos
de P. melanocephala teriam entrado (de uma Unica vez) no continente americano
(na Republica Dominicana) através de ventos ciclénicos vindos de Camardes, pais
localizado no oeste da Africa, onde a doenca ja havia sido detectada. J& a disperséo
por todo o continente americano, apos a deteccdo na Republica Dominicana, teria
sido gradual. Na Austrdlia, a hipétese mais aceita sobre a origem da fonte de inéculo
responsavel pela epidemia de ferrugem marrom no pais em 1978 é a de que os
esporos de P. melanocephala teriam vindo em correntes de ventos oriundos do
Caribe (PURDY et al., 1985).

Apesar das semelhangcas com a disperséo da ferrugem marrom, as rotas
percorridas pelos esporos de P. kuehnii ao longo do tempo parece ser diferente. Os
primeiros relatos do patdégeno foram na Asia e Oceania no inicio do século XX e
provavelmente por la ficou por quase um século sem causar epidemias ou mesmo
se disseminar para outras partes do mundo. Apds a epidemia da doenca na
Australia em 2000, o primeiro relato da doenca além daquela regido (Asia e
Oceania) foi em 2007 nos EUA (COMSTOCK et al., 2008). Ainda ndo se sabe com
precisao qual a rota percorrida pelos esporos durante 0s sete anos que se passaram
apos a epidemia na Australia. Para Glynn et al. (2010) a ferrugem alaranjada
permaneceu em alguma localidade entre os dois continentes (Figura 7 - pontos de
interrogacdo vermelhos) e ndo foi detectada nesse periodo devido a possiveis
confusdes com a ferrugem marrom ja distribuida por todo o globo, ou mesmo teria
sido introduzida repentinamente e ilegalmente através de folhas infectadas. As
arvores filogenéticas apresentadas no presente estudo (IGS e ITS) mostram que a
disseminacdo para o hemisfério oeste partiu provavelmente de esporos que
causaram a epidemia na Australia em 2000, pela similaridade destes com amostras
coletadas no Brasil, EUA e paises da América Central (Figuras 5 e 6). ApGs a
deteccdo da doenca nos EUA em 2007 (COMSTOCK et al., 2008) a mais provavel
hipotese para a disseminacdo dos esporos de P. kuehnii para os outros paises do
continente é a de que esta tenha sido gradual e em dire¢cdo a América Central até a
doenca ser relatada no Brasil no final de 2009 por Barbasso et al. (2010) (Figura 7 —

rota vermelha). Em 2011 a doenca foi detectada pela primeira vez no continente
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africano (SAUMTALLY et al., 2011) e ainda ndo se sabe se 0s esporos teriam vindo
do continente americano ou da Asia e/ou Oceania (Figura 7 — pontos de
interrogacao verdes).

Portanto, a elevada similaridade genética das popula¢des de P. kuehnni que
predominam nos principais paises produtores de cana-de-aclUcar e a baixa
variabilidade patogénica entre as populacdes do patdgeno localizadas na regido
Centro-sul, aliados a confiabilidade de parametros como a porcentagem de pustulas
abertas e o periodo de laténcia, contribui para a selecdo de genétipos com
resisténcia a ferrugem alaranjada nos programas de melhoramento de cana-de-
acucar no Brasil, principalmente nos programas voltados para a resisténcia

poligénica, por ser mais eficaz, duradoura e predominar na cultura.

2007
(EOMSTOCK et al{72008)

?

1890-2000
AGAREY et al., 2001)

\ —
2011
(SAUMTALL 11)

?

Figura 7 — Rotas possiveis (em vermelho) dos esporos de Puccinia kuehnii apés a epidemia ocorrida
na Austrdlia no ano 2000. Pontos de interrogacdo em vermelho representam a incerteza
se a doenca teria sido introduzida no hemisfério oeste diretamente da Austrélia ou se teria
passado por algum local entre a Oceania e a América. Linhas e pontos de interrogacéo em
verde representam as possiveis rotas dos esporos na Africa, onde foram detectados em
2011
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3 CONCLUSOES

N&o foram detectadas diferentes racas virulentas de Puccinia kuehnii entre
as seis populacdes do patégeno coletadas em diferentes locais no Brasil e sim,
racas agressivas de P. kuehnii.

A populacéo de P. kuehnii coletada em Araras (SP) constitui uma raca mais
agressiva do patogeno.

As seis populagdes de P. kuehnii utilizadas no presente trabalho apresentam
a mesma sequéncia de nucleotideos nas regifes ITS e IGS, as quais sao idénticas
as sequéncias de P. kuehnii encontradas na Australia, China, Costa Rica, Estados
Unidos, Filipinas, Guatemala, Indonésia, Japao, México, Nicaragua e Papua Nova
Guiné, mas diferem de outras sequéncias encontradas na Australia, Indonésia,
Papua Nova Guiné, Samoa e Havai (EUA).

A porcentagem de pustulas abertas (%PA) é o parametro que melhor
distingue as variedades de cana-de-acUcar quanto ao grau de resisténcia a P.
kuehnii e, por isso, pode ser utilizada nos programas de melhoramento de cana-de-

acucar visando a selecao de gendtipos com resisténcia poligénica a P. kuehnii.
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APENDICE A — Total de pustulas (abertas + fechadas) de ferrugem alaranjada avaliadas em 13
variedades de cana-de-acUcar inoculadas com populacdes de P. kuehnii oriundas
de Piracicaba/SP (Pl), Araras/SP (AR), Ribeirdo Preto/SP (RP), Paranacity/PR
(PR), Nova Alvorada do Sul/MS (NA) e Dourados/MS (DO)
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*Variedades inoculadas apenas com populacées de P. kuehnii coletadas em RP e PR.
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APENCICE B — Porcentagem de pustulas abertas de ferrugem alaranjada avaliadas em 13
variedades de cana-de-acUcar inoculadas com populacdes de P. kuehnii oriundas
de Piracicaba/SP (PI), Araras/SP (AR), Ribeirdo Preto/SP (RP), Paranacity/PR
(PR), Nova Alvorada do Sul/MS (NA) e Dourados/MS (DO)
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*Variedades inoculadas apenas com populac¢des de P. kuehnii coletadas em RP e PR.
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APENDICE C — Resumo da andlise de variancia (quadrados médios) do nimero total de pustulas
avaliadas em treze variedades de cana-de-agUcar inoculadas com populagdes de
Puccinia kuehnii oriundas de seis diferentes locais: Piracicaba (SP), Araras (SP),
Ribeirdo Preto (SP), Paranacity (PR), Nova Alvorada do Sul (MS) e Dourados
(MS). Dados transformados em raiz quadrada de x + 1,0. Esalq, Piracicaba, SP,

2013
Fonte de Graus de Quadrado
Variagao liberdade = médio
Local 5 120,771**
Variedade 12 12,099**
1° exp. .
Local*Variedade 36 3,599**
C.V.(%) 23,70
Local 5 801,335*
Variedade 12 265,657**
2° exp. .
Local*Variedade 36 23,192
C.V.(%) 26,04
Local 5 1584,113**
L Variedade 12 311,689**
Média dos exps. 1le 2 ]
Local*Variedade 36 35,159**
C.V.(%) 31,32
Local*Variedade 53 243,898**
Exps. 1°+2°

C.V.(%) 31,32
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APENDICE D — Resumo da andlise de variancia (quadrados médios) da porcentagem de pustulas
abertas avaliada em treze variedades de cana-de-aglcar inoculadas com
populagdes de Puccinia kuehnii oriundas de seis diferentes locais: Piracicaba (SP),
Araras (SP), Ribeirdo Preto (SP), Paranacity (PR), Nova Alvorada do Sul (MS) e
Dourados (MS). Dados nédo transformados. Esalq, Piracicaba, SP, 2013

Fonte de Graus de Quadrado
variagédo liberdade médio
Local 5 4156,880**
1° exp. Variedade 12 26918,902**
Local*Variedade 36 1179,843**
C.V.(%) 23,09
Local 5 4713,209**
2 exp. Variedade 12 27188,448**
Local*Variedade 36 855,468**
C.V.(%) 14,85
Local 5 8574,759**
. Variedade 12 53795,642**
Média dos exp.1e 2 .
Local*Variedade 36 1944,469**
C.V.(%) 20.42

Local*Variedade 53 14309,857**

Exps. 1°+2°
C.V.(%) 20.42
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ANEXO A - Periodo de incubagéo (dias) da ferrugem alaranjada em 13 variedades de cana-de-
acucar inoculadas com populacdes de P. kuehnii oriundas de seis diferentes locais

Piracicaba-SP Araras-SP Ribeirdo Preto-SP
Variedade P AR RP

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
SP89-1115 9 9 9 9 9 10
RB85-5156 9 9 8 8 8 7
SP81-3250 7 8 9 9 7 7
RB86-7515 9 9 7 7 8 7
CTC3 9 9 9 9 9 8
CTC®6 7 7 7 7 7 7
CTC 15 9 10 7 9 8 8
RB92-5211* - - - - 8 9
RB96-6928* - - - - 8 8
CTC 8* - - - - 8 9
CTC 9* - - - - 9 8
CTC 13* - - - - 8 7
CTC 18* - - - - 9 8
_ Paranacity-PR NovaéALIJ\ll_ol\;gda do Dourados-MS

Variedade PR NA DO

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
SP89-1115 8 9 10 10 10 10
RB85-5156 8 8 9 9 9 9
SP81-3250 7 7 8 8 8 8
RB86-7515 7 7 8 9 8 8
CTC3 8 8 9 9 9 9
CTC®6 7 7 8 8 7 8
CTC 15 8 8 10 10 9 9
RB92-5211* 9 9 - - - -
RB96-6928* 7 9 - - - -
CTC 8* 8 8 - - - -
CTC 9* 7 9 - - - -
CTC 13* 8 9 - - - -
CTC 18* 7 8 - - - -

*Variedades inoculadas apenas com as populacdes de P. kuehnii oriundas de Paranacity (PR) e
Ribeirdo Preto (SP).
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ANEXO B — Periodo de laténcia (dias) da ferrugem alaranjada da cana-de-aglUcar em 13 variedades
inoculadas com populacdes de P. kuehnii oriundas de seis diferentes locais

Piracicaba-SP Araras-SP Ribeirdo Preto-SP
Variedade P AR RP
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
SP89-1115 10 9 10 11 10 11
RB85-5156 10 10 10 11 15 15
SP81-3250 10 10 10 11 nt nt(12*)
RB86-7515 nt nt 18 17 nt nt
CTC3 10 9 10 11 10 11
CTC®6 nt(14%*) nt 18 16 nt nt
CTC 15 11 11 11 11 10 13
RB92-5211 - - - - 11 13
RB96-6928 - - - - nt nt
CTC8 - - - - 10 13
CTC9 - - - - 10 10
CTC 13 - - - - 10 13
CTC 18 - - - - nt nt
_ Paranacity-PR Novaéb\llj\l/_c')\;gda do Dourados-MS
Variedade PR NA DO
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
SP89-1115 9 10 11 11 10 11
RB85-5156 12 11 11 11 10 11
SP81-3250 nt(18*) 16 12 11 10 11
RB86-7515 nt nt nt nt nt nt
CTC3 9 10 11 11 10 10
CTC®6 nt nt nt nt 17 19
CTC 15 10 10 12 12 10 12
RB92-5211 11 11 - - - -
RB96-6928 nt nt - - - -
CTC8 9 10 - - - -
CTCO9 10 10 - - - -
CTC 13 9 10 - - - -
CTC 18 12 18 - - - -

nt: indicam variedades que ndo abriram puUstulas durante o periodo de avaliacdo (21 dias ap0s
inoculacéo).
*periodo de laténcia de pelo menos uma repeticéo.
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ANEXO C - Germinacao (A), coleta (B) e inoculacéo (C) dos esporos de Puccinia kuehnii, camara
Uumida (D e E) e incubacado (F e G) das plantas de cana-de-aclcar para avaliacdo da
doenca e contagem das pustulas fechadas (H, seta azul) e abertas (H, seta vermelha)
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ANEXO D - Sintomas da ferrugem alaranjada nas variedades RB96-6928, RB86-7515 e CTC 6

- RB96-6928
Coleta: PR
21 DAI
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ANEXO E - Sintomas da ferrugem alaranjada nas variedades SP89-1115, RB85-5156, SP81-3250,
CTC3eCTC15






