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RESUMO

PEIXOTO JUNIOR, R. F. Desenvolvimento e caracterizacdo de marcadores
microssatélites para Puccinia melanocephala, agente causador da ferrugem
marrom em cana-de-agUcar. 2011. 66 f. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2011.

Entre as doencgas que trazem preocupacfes e podem causar prejuizos no setor canavieiro
em todo o Brasil, destaca-se a ferrugem marrom, causada pelo fungo Puccinia
melanocephala H. & P. Sydow. Essa doenca ocorre em todas as regibes canavieiras do
mundo, desde a Asia e a Africa, de onde o complexo "Sacharum spp." é originario, até as
Américas e Oceania. No Brasil, a ferrugem foi detectada, pela primeira vez em 1986, no
municipio de Capivari-SP e logo em seguida em Pernambuco e Alagoas. Desde o primeiro
surgimento no Brasil, a ferrugem tem sido mantida sob controle, com grande parte das
cultivares apresentando resisténcia. O conhecimento acerca da estrutura populacional de P.
melanocephala é necessario para desenvolver estratégias satisfatérias no controle desta
doenca e no desenvolvimento de cultivares resistentes. A variabilidade genética entre
isolados pode ser avaliada por meio de marcador molecular microssatélite e os dados
podem ser usados para monitorar as populacbes do patdgeno. Este trabalho teve como
objetivo avaliar, por meio do desenvolvimento de uma biblioteca enriquecida em locos de
microssatélites, a variabilidade genética entre isolados de P. melanocephala bem como
avaliar a patogenicidade de isolados de diferentes regides produtoras de cana-de-acgUcar.
Primeiramente, os 44 isolados de ferrugem da cana foram identificados por microscopia
utilizando estruturas morfolégicas dos urediniésporos. Desse total, 34 foram identificadas
como P. melanocephala e 10 como Puccinia kuehnni. Por meio da construcdo da biblioteca
enriquecida com locos microssatélites foram desenvolvidos 21 locos para ferrugem marrom,
e desse total, 16 apresentaram amplificacbes satisfatérias e somente quatro foram
polimoérficos. A variabilidade genética dos isolados de P. melanocephala foi relativamente
alta (Hr = 0,650). A andlise de agrupamento ndo permitiu a separagéo dos isolados de P.
melanocephala de acordo com sua regido de origem. Os indices de diversidade (Dsr = -
0,039) e divergéncia (Gst = -0,061) genética observados sugerem que a variabilidade
genética esta igualmente distribuida nas regides estudadas, ocorrendo uma Unica populacao
heterogénea. As regides de origem dos isolados utilizadas para avaliagcao de patogenicidade
ndo apresentaram variacfes significativas na agressividade. Os resultados obtidos no
presente trabalho evidenciam que o melhoramento genético da cana-de-aglcar para
resisténcia a ferrugem marrom deve ser conduzido em locais com clima favoravel a
ocorréncia do patégeno, que possivelmente representam a diversidade genética presente
em diferentes regides de cultivo.

Palavras-chave: Puccinia melanocephala. Ferrugem marrom. Cana-de-aglcar. Marcador
molecular. Microssatélite. SSR. Diversidade genética.



ABSTRACT

PEIXOTO JUNIOR, R. F. Development and characterization of microsatellite markers
for Puccinia melanocephala, causal agent of sugarcane Brown rust. 2011. 66 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o
Paulo, Piracicaba, 2011.

Among the diseases that bring concerns and can cause losses in the sugarcane industry in
Brazil, stands out the brown rust, caused by the fungus Puccinia melanocephala H. & P.
Sydow. This disease occurs in all sugarcane regions of the world, from Asia and Africa,
where the complex "Sacharum spp." originates, to the Americas and Oceania. In Brazil, the
rust was detected for the first time in 1986 in the region of Capivari-SP and soon after in the
Pernambuco and Alagoas. Since the first appearance in Brazil, the rust has been brought
under control, with most of the cultivars showing resistance. The knowledge about the
population structure of P. melanocephala is necessary to develop suitable strategies to
control this disease and the development of resistant cultivars. The genetic variability
between isolates can be assessed by means of microsatellite molecular markers and data
can be used to monitor populations of the pathogen. The aim of this work was to develop a
library enriched for microsatellite loci in P. melanocephala and assessment of pathogenicity
of isolates from three different sugarcane regions producing. First, the 44 sugarcane rust
isolates were identified by microscopy using morphological structures of urediniospores. Of
this total, 34 were identified as P. melanocephala and 10 as P. kuehnni. Through the
construction of the library enriched with microsatellite loci were developed 21 loci brown rust
of those, 16 had satisfactory PCR amplifications and only four were polymorphic. The genetic
variability of isolates of P. melanocephala was relatively high (Hr = 0.650). The cluster
analysis did not allow the separation of isolates of P. melanocephala according to their
region of origin. The index of the genetic diversity (Dst = -0.039) and genetic divergence (Gst
= -0.061) suggest that genetic variability is equally distributed in the regions studied,
occurring only a heterogeneous population. The regions of origin of isolates used for
pathogenicity assessment did not show significant variations in aggressiveness. The results
obtained in this work show that the genetic improvement of sugarcane for resistance to
brown rust should be conducted in areas with favorable weather for the occurrence of the
pathogen, which may represent the genetic diversity present in different sugarcane regions.

Keywords: Puccinia melanocephala. Brown rust. Sugarcane. Molecular marker.
Microsatellite. SSR. Genetic diversity.
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1 INTRODUCAO

Entre as doencas que podem trazer prejuizos no setor canavieiro em todo o Brasil
destaca-se a ferrugem marrom causada pelo basidiomiceto Puccinia melanocephala Syd. &
P. Syd. A ferrugem marrom ocorre em todas as regides canavieiras do mundo, desde a
Africa e Asia, de onde o complexo Sacharum spp. é originario, até as Américas e Oceania.
No Brasil, ela foi detectada, pela primeira vez, em 1986, no Municipio de Capivari - Séao
Paulo e logo em seguida nos estados de Pernambuco e Alagoas.

Atualmente, o estado de Sao Paulo é responsavel por 60,9% da producéo de cana-
de-aglcar no Brasil (safra 2008/2009). O restante da producdo (39,1%), exceto Acre e
Santa Catarina, esta distribuido nos outros estados brasileiros com destaque para Parana,
Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso (UNICA, 2011).

Basicamente, o controle é feito com plantio de cultivares resistentes, pois, o uso de
fungicidas nao é viavel economicamente, além de nao ser ambientalmente favoravel (RYAN;
EGAN, 1989). Variedades intermediarias e até as suscetiveis podem ser plantadas no
Brasil, desde que estejam em areas de escape do patégeno (FIGUEIREDO, 2001).

No Brasil, ainda ndo foi relatado claramente a existéncia de racas de P.
melanocephala. Recentemente, Rago (2005) observou uma maior agressividade de
isolados de P. melanocephala coletadas em Jau-SP. Entretanto, em outros paises, ja foram
feitos estudos sobre a sua variabilidade. Shine, Comstock e Dean (2005) relataram a
existéncia de 4 racas do patdbgeno em Louisiana, Estados Unidos. Entretanto, Taylor (1992)
descreveu a auséncia de ragas desse fungo na Australia. O entendimento da diversidade
genética deste fungo e os processos que afetam sua mudanca sdo importantes para
desenvolver estratégias satisfatérias no controle desta doenca e no desenvolvimento de
cultivares resistentes.

O uso de marcadores de DNA, na analise da dinamica de patégenos de plantas,
provém de seus altos niveis de precisédo e esta revolucionando a analise da diversidade
genética de fitopatdgenos (MILGROOM; FRY, 2003). Sequéncias simples repetidas (SSR)
ou microssatélites sdo sequéncias relativamente abundantes em microrganismos e estdo
distribuidas por todo o genoma (WEISING et al., 1995). Podem ser usados para
mapeamento gendmico, estudos de diversidade genética, evolucionarios e de populacdes,
assim como analises de fingerprinting e pedigree (ZANE; BARGELLONI; PATARNELLO,
2002). O conteudo de informacdo de locos SSR é alto justamente por se tratar de
sequéncias de alta taxa evolutiva. Quanto a acessibilidade, apresentam limitagcdes no que se

refere ao custo final de obtencéo de primers informativos, que serdo utilizados na reacédo da
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PCR para amplificar alelos de cada loco. No entanto, uma vez obtidos os primers
informativos para uma espécie, 0s custos e a demanda de mao—de-obra sdo reduzidos
drasticamente, e os ensaios laboratoriais sdo rapidos, aumentando a acessibilidade da
técnica (BUSO, 1998).

Em paises como o Brasil, onde a cana-de-acucar € cultivada em grandes extensbes
e, portanto, sujeita as mais variadas combinacfes entre populacdes de P. melanocephala e
condicbes edafoclimaticas, torna-se extremamente importante conhecer o grau de
diversidade genética deste patdgeno. Essa informacédo é de fundamental importancia para
gue os programas de melhoramento ndo corram o risco de lancarem cultivares consideradas
resistentes e que, na presenca de variantes mais agressivos do patdgeno, se comportem
como suscetivel. Desta maneira, se faz necessario o conhecimento da diversidade genética

de P. melanocephala nas principais regiées produtoras de cana-de-aclcar na Brasil.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ferrugem marrom — Puccinia melanocephala

Entre as doencas que trazem preocupacdes e podem trazer prejuizos no setor
canavieiro em todo o Brasil destaca-se a ferrugem marrom causada pelo basidiomiceto
Puccinia melanocephala Syd. & P. Syd., ordem Uredinales e familia Pucciniaceae. A P.
melanocephala é originaria da Asia, e foi descrita primeiramente na india em 1907 (Figura 1)
em Erianthus ravennae (CUMMINS, 1971; SATHE, 1971). Posteriormente, foi observada em
cana-de-acUcar (Saccharum spp.) em 1949, mas sendo classificada como Puccinia erianthi
Padw. & Khan. (EGAN, 1979). Mais tarde os dois fungos foram reconhecidos como sendo o
mesmo organismo e o0s dois nomes considerados sindnimos. Porém, melanocephala
recebeu maior prioridade do que erianthi (CUMMINS, 1971; EGAN, 1979).

Basicamente, a ferrugem ocorre em todas as regides canavieiras do mundo, desde a
Africa e Asia, de onde o complexo Sacharum spp. é originario, até as Américas e Oceania.
Em julho de 1978, P. melanocephala foi identificada na Republicana Dominicana, marcando
o inicio da epidemia nas Américas. Acredita-se que a ferrugem marrom chegou até as
Américas via correntes de ventos vindos de Camardes na Africa, a fonte de inéculo mais
proxima. Até 1978, este fungo estava presente em locais dispersos na Africa e na Asia se
manifestando em areas localizadas, nao apresentando danos significativos (PURDY; LIU;
DEAN, 1983). Somente em 1978, quando introduzida no Caribe foi considerada realmente
uma doenca de importancia econémica (RALOFF, 2001). Neste mesmo ano, a ferrugem
marrom foi detectada em Queensland, Australia, espalhando-se rapidamente em todas as
areas de cultivo de cana-de-aglcar, afetando severamente as principais variedades
cultivadas (TAYLOR, 1992). O motivo da chegada da ferrugem marrom na Australia pode
ser atribuida a capacidade dos ventos das moncdes, através do oceano indico, terem
carreado indculos de uma fonte proxima (WHITTLE; HOLDER, 1980). Em 2007, o patégeno
foi detectado na Etiépia (KELLY et al., 2009). No Brasil, a ferrugem foi detectada, pela
primeira vez, em 1986, no Municipio de Capivari - Sdo Paulo e logo em seguida nos estados
de Pernambuco e Alagoas.

Atualmente, o estado de Sao Paulo é responsavel por 60,9% da producdo de cana-
de-aclcar no Brasil (safra 2008/2009). O restante da producdo (39,1%), exceto Acre e
Santa Catarina, esta distribuido nos outros estados brasileiros com destaque para Parana,
Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso (UNICA, 2011).

12
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Figura 1 — Distribuicdo mundial de ferrugem marrom. As setas indicam o ano em que a
ferrugem marrom foi detectada no pais

A ferrugem marrom pode causar uma série de danos em cana-de-acUcar, bem como
em outras plantas do género Saccharum chegando a causar a morte de plantas jovens.
Entretanto, ela interfere mais frequentemente nas folhas, no crescimento das raizes e na
taxa de fotossintese, gerando um aumento na taxa de respiracdo e dificuldade de
translocacdo de metabdlitos nas folhas infectadas (AGRIOS, 2005). Em variedades
susceptiveis, ha reducao do tamanho e do diametro do colmo, reducdo da quantidade de
perfilhos, comprometendo a producao final de biomassa (PURDY; LIU; DEAN, 1983; RAID;
COMSTOCK, 2009).

Recentemente, em dezembro de 2009, foi constatada na regido de Araraquara - Sao
Paulo, a ocorréncia de ferrugem alaranjada. Atualmente esta doenca ja esta disseminada
em diversos municipios de S&o Paulo e também em alguns locais do Parana, Mato Grosso
do Sul, Espirito Santo, Goias e Minas Gerais (BARBASSO, 2010). A ferrugem alaranjada é
causada pelo fungo Puccinia kuehnii (W. Kriiger) E.J. Butler, e assim como em outras
ferrugens, é um fungo biotréfico. P. kuehnni infecta plantas do género Saccharum, sendo
hospedeiras deste fungo as espécies S. arundinaceum, S. nargenga, S. officinarum, S.
spontaneum, S. robustum, S. munja, S. edule, S. bengalense e Sclerostachya fusca. Outras
ferrugens que podem infectar a cana-de-aglcar € a Puccinia pugiensis (Tai) e Puccinia
miscanthi (Miura) (SIVANESAN; WALLER', 1986 apud RAMOUTHAR, 2009, p. 7).
Entretanto, as principais ferrugens que podem infectar a cana-de-aglcar e que representam
importancia econdbmica para a cultura sdo P. melanocephala e P. kuehnii somente
(VIRTUDAZO; NOJIMA; KAKISHIMA, 2001a).

! SIVANESA, A.; WALLER, J.M. Sugarcane diseases. CAB International, 1986.
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A ferrugem marrom e a ferrugem alaranjada podem ser distinguidas pelo formato das
pustulas, coloracdo e ornamentacdo dos esporos, distribuicdo das lesbes nas folhas e
também por marcadores moleculares (PURDY; LIU; DEAN, 1983; VIRTUDAZO; NOJIMA;
KAKISHIMA, 2001b). No campo, a primeira caracteristica importante a ser observada é a
idade das plantas e distribuicdo das lesdes nas folhas, uma vez que a ferrugem marrom
ocorre principalmente em plantas jovens, com idade de 2 a 6 meses, apresentando lesdes
no terco médio posterior das folhas. J4 a ferrugem alaranjada pode ocorrer na planta em
qualquer fase do seu desenvolvimento, apresentando les6es em toda superficie foliar. A
ferrugem marrom apresenta puastulas marrom escuro, estreitas e alongadas, enquanto que
as pustulas da ferrugem alaranjada sao alaranjado claro, arredondadas e curtas (GLYNN et
al., 2010). Os urediniosporos das duas ferrugens possuem estruturas morfolégicas
particulares que permitem a identificacdo das espécies por microscopia. Os urediniésporos
de P. melanocephala sdo elipticos com parede celular uniforme em espessura e sdo de
coloracdo marrom escuro. Os urediniésporos de P. kuehnii sdo normalmente ovoides ou
piriformes, e alguns dos esporos tém em sua parte apical um espessamento da parede
celular, e a coloracdo costuma variar de amarelo dourado a alaranjado (DIXON et al., 2010;
VIRTUDAZO; NOJIMA; KAKISHIMA, 2001b; MORDUE, 1985). Os urediniésporos de
ferrugem marrom visualizados sob microscopio eletrénico apresentaram as extremidades
das paredes muito equinuladas e com agrupamento de espinhos. Ja as extremidades das
paredes de ferrugem alaranjada sdo parcialmente equinuladas e sem agrupamentos de
espinhos (MURDUE, 1985). Utilizando primers especificos para regides conservadas dos
genes 18S e 28S, Glynn e Comstock (2007) conseguiram distinguir P. melanocephala de P.
kuehnii através de PCR em tempo real, identificando os patdgenos antes mesmo do
desenvolvimento dos sintomas. Virtudazo, Nojima e Kakishima (200l1a) identificaram
sequéncias da regido D1/D2 do LSU rDNA como tamanhos diferentes, sendo que as
sequéncias de P. melanocephala apresentaram 608 pb e as de P. kuehnii 620 pb,
possibilitando a diferenciac&o entre as duas ferrugens.

A ferrugem marrom é favorecida por temperaturas amenas a nao muito altas (17 a
30°C) e alta umidade relativa (acima de 70%). O curto ciclo de vida do fungo permite o
desenvolvimento rapido de epidemias e dentro de 5 a 6 semanas, e a cultura, de aspecto
inicialmente verde, se torna avermelhada devido a formacdo macica de pustulas na
superficie abaxial das folhas (RYAN; EGAN, 1989). Inicialmente sdo formadas manchas
alongadas e amareladas, paralelas as nervuras que vdo aumentando de tamanho e
adquirindo coloracéo vermelho-castanho, devida a formacéo de urédias. Com o rompimento
das urédias, ha a formacgédo de pustulas, sintoma tipico das ferrugens. Em variedades muito

susceptiveis, as pustulas agrupam-se, formando placas de tecido necrosado. Quando as
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pustulas coalescem, ha uma necrose dos tecidos, geralmente, nas folhas mais baixas,
prejudicando o crescimento e consequentemente, a producdo de cana-de-acucar
(SACILOTO, 2003).

Tanto urediniésporos como teliésporos de P. melanocephala foram identificados e
descritos em cana-de-agucar. Porém, urediniésporos sédo mais comuns e geralmente estdo
presentes ao longo do periodo de infeccdo, enquanto que os teliésporos sdo normalmente
encontrados no final do periodo de infeccdo quando as lesdes estdo muito escuras.
Basididsporos também foram encontrados, mas nao possuem capacidade de iniciar uma
infeccdo em cana-de-aglcar. Como o hospedeiro intermediario e o estagio aecial ainda nao
sdo conhecidos, supde-se que o ciclo da doencga se interrompa nesse ponto (PURDY; LIU;
DEAN, 1983).

O desenvolvimento da ferrugem marrom depende de uma sequéncia de eventos que
comeca com a germinagdo dos uredinidsporos e termina com o estabelecimento do fungo
em plantas suscetiveis. O ciclo da doenca € marcado pela germinacdo de um urediniésporo,
gue desenvolve um tubo germinativo com tamanho variavel. Quando o tubo germinativo
entra em contato com um estdbmato, ocorre a formacao de apressorio (Figura 2). Apés a
formacédo do apressoério sobre o estdmato, € formado um pequeno peg de infeccdo que
entra na folha através da abertura estomatica. A penetragéo direta do fungo na folha, sem a
passagem pelo estdmato, ndo tem sido observada. O peg de infeccao, apds passar pelas
células-guarda, forma uma vesicula que pode ocupar toda a cavidade subestomatica. A
vesicula subestomatica por sua vez, desenvolve de duas a quatro hifas infectivas que
colonizam e comecam a se desenvolver no mesdfilo foliar (PURDY; LIU; DEAN, 1983). A
ponta da hifa infectiva se torna septada, originando uma estrutura chamada de célula mae
do haustoério que se posiciona ao lado da parede celular de uma célula do mesdéfilo. A
parede celular da célula é penetrada e ocorre a formacao do haustério. Os haustérios de P.
melanocephala se diferem de outros haustérios de Puccinia spp por possuirem varios lobos
dispostos como os dedos de uma méo. Os haustérios se desenvolvem cerca de 36 horas
apos a infeccdo (SOTOMAYOR; PURDY; TRESE, 1983). Um urediniésporo sob condicdes
favoraveis em contato com uma folha pode infectar e desenvolver uma puUstula em menos
de 14 dias (PURDY; LIU; DEAN, 1983).

Os urediniésporos, estruturas responsaveis pela disseminacao e infeccao da doenca,
sdo facilmente dispersos pelo transporte dos ventos e respingos de chuva, e a grandes
disténcias, por meio de toletes contaminados. Este Ultimo caso pode ter gerado a introducéo
da ferrugem marrom no Brasil, pois, h4 mais de 30 anos ocorre a importacao de genotipos

asiaticos de cana para plantio e melhoramento nas Américas (RAGO, 2005).

15



Figura 2 — Uredinidsporo de P. melanocephala com tubo germinativo
e apressorio (seta) sobre folha de cana-de-acglcar
observada ao microscopio eletrbnico de varredura
(GARCIA et al., 2007).

2.2 Ferrugem marrom e o melhoramento genético de cana-de-aguUcar

Desde o primeiro surgimento no Brasil em 1986 (TOKESHI; RAGO, 2005), a
ferrugem tem sido mantida sob controle, com grande parte das cultivares apresentando
resisténcia, encontrados nas areas tradicionais de cultivo. Entretanto, o surgimento da
ferrugem tem sido relatado em regides nédo tradicionais como, por exemplo, no oeste da
Bahia e no estado de Goiés.

Os resultados obtidos em programas de melhoramento genético de cana-de-acgulcar
no Brasil mostraram a existéncia de cultivares suscetiveis a P. melanocephala como ‘IAC91
5155', ‘SP84 1431’ e ‘SP79 1011’; intermediarias como ‘|AC86 2480, ‘RB83 5486’ e ‘SP70
1143’ e cultivares resistentes, como ‘RB72 454', 'IACSP94 2094’ e ‘SP84 2025'.

A resisténcia a ferrugem pode ser avaliada nos estagios iniciais de selecdo, e com
uma reavaliacdo no final. Entretanto, algumas cultivares que se apresentavam como
resistentes, podem apresentar um comportamento fora do padréo esperado dependendo da
época ou local de cultivo. Um exemplo é a cultivar ‘RB83 5486’, langada como resistente,
mas atualmente em Sao Paulo, Espirito Santo e Minas Gerais vem sofrendo severos
ataques de ferrugem sendo avaliada como intermediaria ou susceptivel. Ja a cultivar ‘NA56
79’ considerada como resistente em Pernambuco, apresenta grande susceptibilidade no
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Espirito Santo e a cultivar ‘'SP79 1011’ é considerada susceptivel na regido Centro-Sul e
resistente na regido Nordeste (SANTOS, 2010).

Segundo Saciloto (2003) todas as novas cultivares, antes de lancadas no mercado
para os produtores, deveriam ser submetidas a testes de resisténcia a ferrugem. No entanto,
esse procedimento é trabalhoso, demorado e de custo considerado, sendo que o0s
programas de melhoramento, em geral, realizam a selecdo de clones resistentes
aproveitando-se da infestagéo natural em campo.

Alguns programas de melhoramento genético, aliados a estudos moleculares tem
buscado marcas genéticas relacionadas a resisténcia de plantas visando o desenvolvimento
de variedades resistentes por melhoramento assistido. Em cana-de-aclcar, através da
construcdo de mapas genéticos, genes de resisténcia a ferrugem foram identificados.
Asnaghi et al. (2001) e Daugrois et al. (1996) detectaram a presenca de um gene capaz de
condicionar resisténcia da cultivar de cana-de-agicar ‘R570' aos isolados de P.
melanocephala oriundos de diversas regibes geograficas, demonstrando assim, a
possibilidade do cultivo desses genétipos em varios locais.

No Brasil, € possivel plantar cultivares moderadamente resistentes e até as
suscetiveis, desde que, estejam em areas de escape do patdgeno, com ambiente
desfavoravel ao seu desenvolvimento (FIGUEIREDO, 2001). Liu (1980) afirmou que a agéo
de fungicida por si s6 ndo é capaz de controlar o patégeno. Basicamente, o controle da
doenca é feito com uma gestéo de plantio de cultivares resistentes, pois, o uso de fungicidas
nao é pratico e nem econdmico, além de causar impacto ambiental (RYAN; EGAN, 1989).

A expansdo do cultivo de cana-de-acUcar em regifes nado tradicionais, com
ambientes propensos a secas (regides Central e Nordeste do Brasil), juntamente com um
importante crescimento da colheita mecénica (com auséncia de queimadas), tende a
favorecer o aparecimento de novos patdégenos e/ou o reaparecimento de doencas ha muito
tempo mantidas sob controle. Neste caso, os programas de melhoramento genético
precisam estar atentos as informacfes sobre a existéncia da diversidade genética dos

patégenos.

2.3 Variabilidade genética de fitopatégenos

Populacdes de fitopatégenos podem sofrer alteracdes em resposta aos genes de
resisténcia presentes nos hospedeiros, como descrito por Robinson (1976) em interacées de
plantas com virus, bactérias, nematoéides e insetos. Estas interacfes sédo determinadas por

relagcdes coevolutivas, marcadas por intimas relacdes geneticamente controladas entre
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patégenos e hospedeiros. Assim, modificacdes genéticas na populagdo de um dos
componentes podem ser acompanhadas por modificagbes genéticas na populacédo do outro
(CAMARGO, 1995). O patdgeno possui mecanismos estruturais e/ou bioquimicos para
atacar um hospedeiro em potencial, enquanto este Ultimo, por meio de outros mecanismos
também estruturais e/ou bioquimicos, procura defender-se do patégeno (PASCHOLATI
et al., 1998). Estas interacdes podem ser entendidas como uma luta entre dois organismos
(patdgeno-hospedeiro) pela sobrevivéncia. A variabilidade genética tanto no patégeno como
do hospedeiro permite que novos niveis de interacdes entre esses organismos possam ser

gerados.

2.3.1 Mecanismos de variabilidade genética em fungos

Mutacdo

A mutacdo € a mais importante fonte de variabilidade genética em fungos
fitopatogénicos (CASELA; GUIMARAES, 1996) e o principal mecanismo gerador de novos
genes (CAMARGO, 1995). A ocorréncia de mutacdes é devida a erros na duplicacao
cromossdmica tanto na meiose (reproducdo sexuada), quanto na mitose (reproducdo
assexuada), ambas presentes em fungos (CAMARGO, 1995). As mutacdes podem também
ser classificadas em mutacdes génicas ou cromossémicas. Existem varias causas que
podem provocar tais mutacdes, porém, todas afetam a sequéncia de bases nitrogenadas do
DNA. As mutacdes génicas podem ser classificadas como: substituicdo, delecao, adicdo de
um ou mais nucleotideos e inversdo de um ou mais segmentos de DNA. As mutacdes
cromossdmicas correspondem a quebra de fragmentos cromossbmicos e podem ser
delecbes de segmentos, inser¢ces e duplicagdes, inversdes e translocacbes, ocorrendo a

troca de segmentos entre cromossomos ndo homélogos (PASSAGLIA, 2003).

Recombinacgéo meidtica ou reproducéo sexuada

A recombinacdo meidtica € o principal processo amplificador da variabilidade
genética em populacbes de fungos fitopatogénicos, pela capacidade de gerar novas
combinacbes genéticas e promover a quebra de combinacdes ja existentes (CASELA;
GUIMARAES, 1996). Na reproducdo sexuada de fungos, existem dois sistemas de ciclo
sexual distintos, o heterotdlico e o homotalico. No sistema heterotalico, os cruzamentos

ocorrem entre individuos de grupos de reacao sexual diferentes, definidos por genes de
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compatibilidade. Ja4 o sistema homotdlico, os cruzamentos ocorrem entre quaisquer
individuos (CAMARGO, 1995).

Recombinacéo parassexual

A recombinacdo parassexual representa uma alternativa a reproducdo sexual, ndo
sendo frequente na natureza. Este processo ocorre em fungos imperfeitos que né&o
apresentam o ciclo sexuado, e consiste basicamente na fusdo de hifas e em seguida a
formacéo de um nucleo dipléide pela fusdo ao acaso de dois nucleos hapléides, seguido de
crossing over mitético (CASELA; GUIMARAES, 1996). Ainda que seja infrequente o ciclo
parassexual, em comparacdo com o ciclo sexual, o processo pode ser significativo para a

evolucdo dos fungos assexuados (DAVIS et al., 2005).

Heranca citoplasmatica

A heranca citoplasmatica ocorre quando dois citoplasmas se fundem (ciclos sexual e
parassexual). Este processo é uma importante fonte de variabilidade em fungos
fitopatogénicos, visto que ha presenca de genes determinantes de patogenicidade/viruléncia
nas organelas do citoplasma (CAMARGO, 1995) e pela ocorréncia de RNA de fita dupla
com atividade genética (CASELA; GUIMARAES, 1996). Na fus&o de dois citoplasmas, ha
novas combinacg6es de nulcleos e citoplasmas podendo resultar em combinagdes inéditas de

genomas contendo genes determinantes de patogenicidade ou viruléncia.

Heterocariose

A heterocariose consiste na coexisténcia de dois nucleos geneticamente distintos em
uma unica hifa (CAMARGO, 1995). Em fungos fitopatogénicos, este processo pode também
ocorrer em virtude de anastomoses entre células vegetativas de linhagens geneticamente
diferentes, suplementando ou mesmo substituindo a reproducado sexual. Em heterocarios, a
unidade de recombinacdo e segregacdo sdo o0s nucleos e ndo os genes. Quando duas
células heterocariéticas se unem para posterior divisdo, as possibilidades de diferentes
combinacfes sdo bastante reduzidas se comparadas as possiveis combinacfes de genes.
As ferrugens e carvdes possuem estabilidade da heterocariose, entretanto esta pode variar
conforme a classe do fungo. Os basidiomicetos conservam sua condicdo heterocariética,
sendo que a capacidade de dissociacdo em componentes homocarioticos € bastante
limitada (ALEXOPOULOQOS, 1996).
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Transposons

Transposons séo elementos genéticos méveis capazes de mudar de posicao dentro
do genoma, independentemente de homologia entre a regido gendémica onde se encontram
inseridos e o local ao qual se destinam (CASELA; GUIMARAES, 1996). O deslocamento
dessas sequéncias moéveis afeta largamente células e organismos, alterando a organizacao
estrutural do genoma. Os transposons podem modificar a estrutura e a fungdo de um
determinado gene, causando mutacéo, delecdes, duplicacdes e inversbes pela inser¢do ou
excisdo de fragmentos, muitas vezes anulando sua funcéo ou em alguns casos aumentando
sua expressao. Os fragmentos transponiveis possuem um importante papel na evolucgéo,
pois, através da reorganizacao estrutural do genoma, fornecem variabilidade genética para

as populagdes que por sua vez servem como alternativas adaptativas (REGNER, 2003).

2.3.2 Variabilidade genética em P. melanocephala

Y

No Brasil, ainda ndo foi relatado claramente a existéncia de racas de P.
melanocephala. Recentemente, Rago (2005) relatou a necessidade de estudos mais
especificos, com isolados monopustulares, para investigar com maior critério a existéncia de
racas fisiologicas de P. melanocephala. Em seu estudo, ele demonstrou que ha variabilidade
na agressividade de isolados coletados em trés regides (Jau, Piracicaba e Ribeirdo Preto)
empregando as cultivares ‘SP70 1143’, ‘SP91 1397’ e ‘R570’, sendo os isolados da regido
de Jal caracterizados como mais agressivos.

Porém, em outros paises ha relatos conflitantes para diferencas na agressividade
entre isolados coletados em diversas regibes. Taylor (1992) na Australia descreveu a
auséncia de racas fisiolégicas utilizando inoculacdes em folhas destacadas de doze
cultivares com isolados de P. melanocephala coletados durante nove anos em quatro
regibes de Queensland. As constantes variagfes na severidade de ferrugem na Austrdlia
foram atribuidas as mudancas nas condicbes climaticas, e ndo ao surgimento de novas
racas. Entretanto, nos Estados Unidos, a existéncia de racas patogénicas foi identificada
pela ocorréncia de alteracbes nas reacbes da doenca em uma série de variedades
resistentes apds alguns anos de seu langcamento. Este estudo sugeriu a existéncia de pelo
menos 4 racas patogénicas, o que indicaria, junto a observacdes de campo que possiveis
variantes patogénicos estariam surgindo em areas canavieiras (SHINE; COMSTOCK;
DEAN, 2005).
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Para o sucesso de programas de melhoramento genético é necessario, o
conhecimento e a avaliacdo da diversidade genética e patogénica de ferrugem marrom.
Esse conhecimento poderia direcionar estratégias e possiveis investigacbes em relacdo a
sua interacdo com uma série diferencial de cultivares, visto que a resisténcia da cana-de-
acucar a ferrugem pode ser superada por possiveis variantes nas populacdes do patégeno
(RAGO, 2005; TAYLOR, 1992).

2.4 Marcadores moleculares do tipo microssatélites

Marcador molecular é todo e qualquer fenétipo molecular proveniente de um gene
expresso (isoenzima), ou de um segmento especifico de DNA, correspondendo a regides
expressas ou ndo do genoma (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores tém sido utilizados em andlise genética de varias maneiras como, por
exemplo, na identificacdo de clones, linhagens, hibridos, cultivares, paternidade, na
estimativa de diversidade, taxa de cruzamento, parentesco e na construcdo de mapas
genéticos (BUSO et al., 2003). Devido a grandes avancos da biologia molecular aliada a
genética, uma grande variedade de técnicas para analisar polimorfismos genéticos tem sido
disponibilizada (SOUZA, 2001). Estes marcadores podem diferir com respeito a
caracteristicas importantes como, abundancia gendémica, nivel de polimorfismo detectado e
informacdo genética, especificidade dos locos, reprodutibilidade, requerimentos técnicos e
investimento financeiro.

Marcadores moleculares sao ferramentas Uteis na analise de variacdo genética em
populacdes de fungos fitopatogénicos. O uso de marcadores de DNA, na analise da
dindmica de patdgenos de plantas, provém de niveis de precisdo nunca imaginados e esta
revolucionando a analise de biologia de populacdes de fitopatdgenos (MILGROOM; FRY,
2003).

Microssatélites ou Sequéncias simples repetidas (SSR) sdo marcadores moleculares
codominantes relativamente abundantes em fitopatdégenos eucariotos e estéo distribuidas
por todo o genoma (WEISING et al., 1995). Os locos SSR consistem de sequéncias de DNA
de unidades mono, di, tri, tetra ou pentanucleotidica repetidas ao acaso, dispersas por todo
o genoma (HAMADA et al.,, 1982). Os microssatélites sao classificados conforme a
composicdo das sequéncias repetidas: (a) repeticbes perfeitas, quando nao apresentam
nenhuma interrupcdo, por exemplo: GTGTGTGTGTGTGT; (b) repeticbes imperfeitas,

gquando sdo interrompidas por bases que n&o correspondem ao motivo, por exemplo:
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GTGTGTGTAGTGTGTT; (c) repeticbes compostas, quando duas ou mais repeticoes
(classes) de microssatélites  estdo  dispostas  adjacentes, por  exemplo:
GTGTGTGTGTGTCACACACACACA (BOREM; CAIXETA, 2006).

Chambers e Macavoy (2000) sugerem que S80 necessarios para iniciar um processo
de origem de um microssatélite, no minimo oito nucleotideos repetidos em tandem. Estudos
apontam como o principal mecanismo de surgimento e amplificacdo de SSR, o slippage ou o
deslizamento da polimerase. Acredita-se que durante a replicacdo de uma regido repetitiva,
as fitas de DNA separam-se e unem-se novamente de forma incorreta. Isto geraria cépias
de trechos de DNA com diferentes tamanhos ou nimeros de repeticdes no préximo ciclo de
replicacdo, por meio da insercdo ou delecdo de uma unidade de repeticdo (BHARGAVA,;
FUENTES, 2010). Outro fator pode estar associado ao sistema de reparo pela DNA
polimerase ou ainda, ser consequéncia dos processos de recombinacédo (SCHLOTTERER,;
TAUTZ, 1992; FIELD; WILLS, 1996). Durante o processo de recombinagéo o crossing-over
desigual pode ser responsavel pela alta taxa de polimorfismo destes marcadores, que por
problemas no pareamento dessas sequéncias durante o quiasma, aumenta a taxa de
mutacdo das regies microssatélites e sdo estas mutacdes que tornam estes marcadores
tdo informativos (SCHLOTTERER et al., 1998; BHARGAVA; FUENTES, 2010).

As diferencas entre isolados podem ser avaliadas empregando microssatélites e os
dados podem ser usados para monitorar a epidemia, a dinamica populacional e a
composicao de racas das populagdes do patégeno. O polimorfismo de locos microssatélites
€ revelado pela amplificacdo do DNA total usando um par de primers que flanqueiam e
definem o locos (LITT; LUTY, 1989). O valor notavel desta classe de marcadores resulta da
sua natureza multialélica, transmissdo co-dominante, facil deteccdo por PCR, relativa
abundéncia, extensiva cobertura do genoma e necessidade minima de DNA para andlise
genética (JOHANSSON et al., 1992). Eles podem ser usados para mapeamento gendmico,
estudos evolucionarios e de populacdes, assim como andlises de fingerprinting (ZANE;
BARGELLONI; PARTANELLO, 2002). O contetdo informatico de um locos SSR é bastante
alto justamente por se tratar de sequéncias de alta taxa evolutiva. Quanto a acessibilidade,
apresentam limitagbes no que se refere ao custo final de obtencdo de primers informativos,
gque serdo utilizados na reacdo da PCR para amplificar alelos de cada locos. No entanto,
uma vez obtidos os primers informativos para uma espécie, 0s custos e a demanda de méo—
de-obra sado reduzidos drasticamente, e os ensaios laboratoriais séo rapidos, aumentando a
acessibilidade da técnica (BUSO, 1998). Locos microssatélites tém sido descritos para uma
grande variedade de fitopatégenos, como Phytophthora infestans (KNAPOVA; GISI, 2002),
Phialophora gregata (HARRINGTON et al., 2003), Sclerotinia sclerotiorum (ATALLAH et al.,
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2004); Ustilago scitaminea (RABOIN et al., 2007) e Moniliophthora perniciosa (SILVA et al.,
2008).

Um estudo realizado por Dutech et al., (2007), utilizando 53 bibliotecas enriquecidas
em locos microssatélite, revelou que o genoma de fungos apresentam microssatélites em
menor quantidade, menos repeticdes e baixos niveis de polimorfismo se comparado a
outros eucariotos. Neste estudo, os autores também identificaram uma correlacéo entre o
baixo numero de repeticbes dos motivos microssatélites com baixos niveis de polimorfismo
dos locos. Estas caracteristicas podem estar associadas a mecanismos especificos de
reparo de DNA presentes no genoma dos fungos que limitam o nimero e o tamanho dos
microssatélites (KARAOGLU; LEE; MEYER, 2005).
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3 OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivos principais o desenvolvimento de uma biblioteca
enriquecida em locos microssatélites para P. melanocephala e a avaliagdo da
patogenicidade de isolados de distintas regifes produtoras de cana-de-acucar.

Os objetivos especificos deste estudo foram:

a) Isolar e sequenciar locos que contenham regides microssatélites no genoma
de P. melanocephala;

b) Desenhar iniciadores especificos visando a amplificacdo de locos
microssatélites;

c) Caracterizar cada loco microssatélite isolado com relacdo ao tipo de
repeticdo, nimero e tamanhos de alelos amplificados, heterozigosidade
esperada e observada;

d) Estudo preliminar da estrutura de populacdo de P. melanocephala;

e) Avaliar a patogenicidade de isolados de P. melanocephala coletados em Jau

(SP), Goianésia (SP) e Ribeirdo Preto (SP).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e identificacdo dos isolados de ferrugem

Segmentos de folhas de cana que apresentavam les6es caracteristicas de ferrugem
foram coletados em diversas regides produtoras de cana-de-agucar. As regides de coleta
foram aquelas de atuacdo do programa de melhoramento genético de cana-de-agucar do
Centro de Cana do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). Posteriormente no laboratério,
os urediniésporos presentes no material coletado foram identificados microscopicamente
visando a diferenciacdo entre ferruygem marrom (P. melanocephala) e ferrugem alaranjada
(P. kuehnii) (Tabela 1). Caracteristicas como a coloracdo, espessura da parede e
ornamentacdo dos urediniésporos foram utilizados (DIXON et al., 2010; VIRTUDAZO;
NOJIMA; KAKISHIMA, 2001b). Logo em seguida os isolados foram armazenados em freezer

-20°C até o momento da extracao de DNA.

4.2 Biblioteca enriquecida com locos microssatélites

4.2.1 Extracdo de DNA

Para a construcao da biblioteca enriquecida com locos microssatélites foi utilizado
DNA genbémico proveniente de urediniésporos de P. melanocephala isolados da variedade
de cana-de-aclcar 'RB 83 5486 coletados no Centro de Cana do Instituto Agrondmico de
Campinas-IAC em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo. Essa cultivar foi escolhida apds um teste de
infeccdo, que a identificou como variedade susceptivel apenas a P. melanocephala.

Para a extracdo de DNA gendmico total foi empregado o método descrito por Al
Janabi et al. (1999), com modificacbes. Os urediniésporos foram coletados de pustulas
presentes na superficie abaxial das folhas com auxilio de bomba de vacuo. Em seguida,
foram macerados em nitrogénio liquido usando pistilo e cadinho de porcelana, sendo
posteriormente transferidos para 550 uL de tampao de homogeinizagao [2,2 M NaCl; 2%
CTAB; 200 mM Tris-HCI (pH 8,0); 50 mM EDTA,; 0,06% Sulfito de sddio], em seguida, foi
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Tabela 1 — Relacéo dos isolados de ferrugem analisados.

Isolado Patdgeno Cultivar Local de Coleta Ano
P201 P. melanocephala RB85 5486 Pontal, SP 2010
P204 P. melanocephala SP79 1011 Santa LuUcia, SP 2010
P207 P. melanocephala IAC84 2480 Mococa, SP 2010
P210 P. melanocephala SP70 1143 Conchal, SP 2010
P213 P. melanocephala IAC86 2480 Sao Joao da Boa Vista, SP 2010
P217 P. melanocephala IACSP98 5024 Batatais, SP 2010
P219 P. melanocephala RB83 5486 Pompeu, MG 2010
pP222 P. melanocephala CTC 11 Lencois Paulistas, SP 2010
P225 P. melanocephala IAC84 2480 Itapolis, SP 2010
P228 P. melanocephala IACSP97 6682 Sé&o Joaquim da Barra, SP 2009
P231 P. melanocephala RB83 5486 Patos de Minas, MG 2010
P234 P. melanocephala IAC84 2480 Pindorama, SP 2010
pP237 P. melanocephala RB83 5486 Catanduva, SP 2010
P240 P. melanocephala IACSP95 1218 Santa Lucia, SP 2010
P243 P. melanocephala SP79 1011 Olimpia, SP 2010
P246 P. melanocephala RB 83 5486 Guaira, SP 2010
P249 P. melanocephala IAC87 3396 Patos de Minas, MG 2010
P252 P. melanocephala RB83 5486 Itapolis, SP 2010
P255 P. melanocephala IAC91 5155 Goianéisa, GO 2010
P258 P. melanocephala IAC91 5155 Jau, SP 2011
P261 P. melanocephala IAC97 6682 Goianésia, GO 2011
P264 P. melanocephala SP79 1011 Goianésia, GO 2010
P267 P. melanocephala SP70 1143 Goianésia, GO 2010
P270 P. melanocephala IAC97 6682 Goianésia, GO 2010
P273 P. melanocephala IAC86 2480 Jau, SP 2011
P300 P. melanocephala IAC86 2480 Jau, SP 2010
P303 P. melanocephala IAC87 3396 Ribeirdo Preto, SP 2010
P306 P. melanocephala IAC91 5155 Ribeirdo Preto, SP 2011
P309 P. melanocephala IAC86 2480 Ribeirdo Preto. SP 2010
P312 P. melanocephala IAC86 2480 Indiara, GO 2010
P315 P. melanocephala SP71 6949 Sao José da Laje, AL 2010
P318 P. melanocephala SP78 4264 Sao José da Laje, AL 2010
P321 P. melanocephala SP86 42 Jaboticabal, SP 2010
P324 P. melanocephala IACSP03 8145 Orindiuva, SP 2010
P276 P. kuehnii SP84 2025 Cravinhos, SP 2010
pP278 P. kuehnii IACSP98 5046 Batatais, SP 2010
P279 P. kuehnii IACSP98 6202 Iracemapolis, SP 2010
P280 P. kuehnii IACSP99 1305 Iracemapolis, SP 2010
P281 P. kuehnii SP89 1115 Iracemapolis, SP 2010
pP282 P. kuehnii SP89 1115 Indiara, GO 2010
P283 P. kuehnii CTC 13 Iracemapolis, SP 2010
P285 P. kuehnii RB72 454 Iracemapolis, SP 2010
P286 P. kuehnii RB72 454 Pontal, SP 2010
pP287 P. kuehnii CV Centauro Aracatuba, SP 2010
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adicionado 5 pL de Proteinase K (20mg/mL), 450 yL de tampéo de lise [20% CTAB; 10%
PVP; 5% N-lauryl-sarcosine] e incubado por 1 h a 65°C. ApGs a amostra ter sido resfriada a
temperatura ambiente, 1 mL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) foi adicionado e
em seguida, agitado por inversdo durante 2 min. A amostra foi centrifugada a 10000 g por 5
min a 4°C. Para a precipitacdo do DNA, o sobrenadante foi transferido para novo tubo e
adicionado 1 volume de isopropanol, mais 200 yL de 5 M NacCl. A suspenséo foi incubada
por 1 h a -20°C e em seguida, centrifugada por 5 min a 10.000 g. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado de DNA foi lavado duas vezes com 500 uL de 70 % etanol. Apos
centrifugacéo, por 5 min a 10000 g, o etanol foi descartado e o precipitado seco a 37°C.
Finalmente, o DNA foi ressuspendido em 50 pyL TE [10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA]
contendo 10 ug/mL de RNase por 1 h a 37 °C. A integridade do DNA extraido foi
determinada por eletroforese em gel de 0,8% agarose corado com brometo de etideo
(10 pg/mL), e a quantificacdo obtida comparativamente, a partir de padres com

concentracoes conhecidas (DNA do fago A).

4.2.2 Construcdo da biblioteca

A metodologia empregada na construcdo da biblioteca enriquecida com locos

microssatélites foi a descrita por Creste et al. (2006) com algumas alteracdes (Figura 3).

Restricdo do DNA

Apés a extracdo de DNA gen6mico, aproximadamente 5 ug do DNA foram digeridos
pela enzima de restricAo Rsal utilizando 10 unidades da enzima por ug de DNA em um
volume final de 100 pL. A reacéo foi incubada a 37°C por 16 horas sendo visualizada
posteriormente em gel de 1,2% agarose para verificar sua eficiéncia. O DNA digerido foi

precipitado para a inativacéo da enzima de restrigdo.

Ligacéo dos adaptadores

Os fragmentos digeridos de extremidade abrupta foram ligados a adaptadores
especificos (Rsa21 5-CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3" e Rsa25 5'-AGTCCACGCGTAA
GCAAGAGCACA-3’). A reacédo de ligacao dos adaptadores foi realizada em um volume final
de 50 uL, contendo: tampéo 5X [50 mM Tris-HCI (pH 7,8); 10 mM MgCI2; 10 mM DTT; 25
pg/mL BSA), 0,4 uM de cada adaptador, 0,3 pg do DNA gendémico digerido no passo

anterior e 4 U de T4 DNA ligase. Em seguida, a reac&o foi incubada a 20°C por 2 h.
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Pré-Amplificacéo

Foi realizada uma reacédo de PCR utilizando o primer Rsa21 que é complementar a
sequéncia dos adaptadores ligados aos fragmentos para gerar uma maior quantidade de
DNA para a selecao. Apos a ligacdo os fragmentos foram amplificados utilizando 30 ng do
DNA ligado, 0,4 uM do primer Rsa21, tampédo 10 X [50 mM KCI; 10 mM de Tris-HCI, (pH
8,9)], 2 mM de MgCl;, 0,2 mM de dNTP e 5 U de Taq polimerase em um volume final de 50
pL. Esta reacdo foi submetida a uma etapa inicial de desnaturacdo a 95°C por 4 min,
seguida de 20 ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por 1 min e 72°C por 1 min. Um passo
prolongado de extensédo de 72°C por 8 min foi adicionado apés o ultimo ciclo. Os fragmentos

amplificados foram purificados utilizando o Kit Gen Elute PCR Clean-Up (Sigma).

Selecéo dos fragmentos contendo regides SSR

Para promover o processo de enriquecimento por hibridizacdo, foi utilizado
oligonucleotideos biotinilados, biotllI(CT)10 € biotll(GT):0, complementares as sequéncias
microssatélite GA e CA. Os fragmentos contendo essas repeticbes foram recuperados por
estreptavidina ligada a microesferas magnéticas utilizando o kit Streptavidine-Magnesphere
(Promega). Os fragmentos de DNA previamente ligados aos adaptadores e pré-amplificados
via PCR foram incubados a 95°C por 15 min para a desnaturacdo da dupla fita. Ao DNA
desnaturado foram adicionados 3 pL de cada oligonucleotideo biotinilado. Esta solucédo de
hibridizagéo foi incubada a temperatura ambiente sob agitacdo constante e ap6s 20 min foi
adicionada as esferas magnéticas previamente lavadas seguindo as recomendacdes do
fabricante. A suspensdo contendo as esferas magnéticas e o complexo DNA-sonda foi
incubada por 10 min a temperatura ambiente sob suave agitacao. Apds a incubacéo, foram
realizadas lavagens conforme descrito por Creste et al. (2006) e os fragmentos selecionados
foram recuperados através de lavagem com 250 pL de agua ultrapura autoclavada. Para
realizacao das lavagens, as microesferas magnéticas foram atraidas por um ima presente

em um suporte posicionado lateralmente ao tubo.

Amplificacéo dos fragmentos selecionados

Os fragmentos obtidos apés o enriquecimento foram amplificados por PCR utilizando
como primer o adaptador Rsa21. A amplificacéo foi realizada utilizando 20 pL do produto da
ligacdo, 0,4 pM do primer Rsa2l, tampédo 10 X [50 mM KCI; 10 mM de Tris-HCI (pH 8,9)],
1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP e 5 U de Taq polimerase (Invitrogen) em um volume
final del00 pL. Esta reac&o foi submetida a uma etapa inicial de desnaturagédo a 95°C por 1
min, seguida de 25 ciclos de 94°C por 40 s, 60°C por 1 min e 72°C por 2 min. Um passo

prolongado de extensdo de 72°C por 5 minutos foi adicionado ap6s o ultimo ciclo.
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Clonagem e transformacgéo em células competentes

Apo6s a amplificacdo, 1,5 pL dos produtos da PCR foram ligados a 1 uL do vetor
pGEM-T (kit Promega), segundo o protocolo fornecido com o vetor plasmidial, e foram
transformados em células competentes XL1-Blue. As células transformadas foram
plagueadas em meio LB sélido contendo ampicilina (100 pug/mL), 30 uL IPTG (24 mg/mL) e
30 pL X-Gal (20 mg/mL). As placas foram incubadas invertidas a 37°C por 18 h em estufa
para o crescimento de colbnias. Para garantir que cada ligacdo (vetor + fragmento) fosse
mantida em condicBes apropriadas para analise posterior, foram utilizadas placas ELISA
com fundo em “U”, com 200 pL de meio 2YT-HMFM contendo ampicilina (100ug/ml) por
poco. As coldnias brancas foram repicadas com a ajuda de palitos estéreis. As placas foram
incubadas a 37°C overnight em estufa para o crescimento de colénias. Apds esse periodo
as placas foram armazenadas em freezer -20°C por 30 min e entdo foram armazenadas em

freezer -80°C.

4.2.3 Sequenciamento dos insertos

As etapas de extragdo plasmidial e sequenciamento dos insertos foram realizados no

Centro de Citricultura “Sylvio Moreira” - IAC, situado no municipio de Cordeirépolis, SP.

PCR dos insertos

Para identificar os clones contendo insertos e verificar a eficiéncia da clonagem, foi
realizada uma reacdo de PCR dos insertos diretamente dos clones obtidos na etapa
anterior, utilizando o primer Rsa21. Na reagao, foi utilizado 10 pL de suspenséo de células
crescidas em placas de ELISA de cada clone em um volume final de 25 pL contendo as
seguintes concentragfes dos reagentes: tampédo 10X [50 mM KCI; 10 mM de Tris-HCI (pH
8,9)], 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 0,2 uM do primer Rsa21l e 1 U de Tagq DNA
polimerase. Esta reacdo foi submetida a um passo inicial de desnaturagédo a 95°C por 4 min,
seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 s, 52°C por 45s, 72°C por 1 min e 30 s e um passo final
de extensdo a 72°C por 8 min. Para controle, 10 puL do volume da reacéo foram utilizados na

eletroforese em gel de 1,5% agarose.
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Extracdo plasmidial

Com o objetivo de isolar o DNA plasmidial dos clones para posterior sequenciamento
foi colocado 1 mL de meio Circle Grow contendo 100 pg/mL de ampicilina em cada poco da
microplaca; foram inoculadas col6nias individuais com o auxilio de um replicador. A placa foi
selada com adesivo, foram feitos furos em cima com uma agulha para aeracédo durante o
crescimento, foi incubada a 37°C a 300 rpm durante 20 h; o adesivo da placa foi trocado e
placa foi centrifugada por 6 min a 3000 rpm, para sedimentar as células; foi descartado o
sobrenadante e a placa foi mantida invertida sobre papel absorvente por 2 min; a placa foi
mantida a -80°C por 15 min e logo em seguida a 50°C por 10 min; foi adicionado a cada
poco 25 yL de agua ultrapura autoclavada e vortexada por 5 minutos; em seguida foi
adicionado 75 pL de solugéo de lise [100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA
(pH 8,0), 5% Tween 20] e vortexada por 1 min sendo mantida a 37°C por 5 min; a placa foi
levada ao microondas na poténcia maxima por 25 s, o processo foi repetido girando a placa
180°; foi adicionado a cada pogo 400 uL de agua ultrapura autoclavada e vortexada por 1
min sendo logo em seguida mantida em gelo por 15 min; finalmente a placa foi centrifugada
por 45 min a 3000 rpm e 50 uL do sobrenadante contendo o DNA plasmidial foi transferido

para uma outra placa.

Sequenciamento dos insertos

As reacOes de sequenciamento foram realizadas em um termociclador PTC-200 (MJ
Research, Inc.) em um volume final de 10 puL contendo 2,0 pL de tampdo SaveMoney [2,5
pL de 2 M MgCl,, 200 pL de 1 M Tris-HCI (pH 9,0)], 0,25 uM de primer T7, 0,4 pL de Big Dye
e 2 pL de DNA plasmidial. Esta reacgéo foi submetida a uma etapa inicial de desnaturacéo a
96°C por 2 min, seguida de 25 ciclos (96°C por 45 s, 50°C por 30 s, 60°C por 4 min) e um
passo final a 4°C até retirar a reacdo da maquina. Foram adicionados nas amostras 80 uL
de isopropanol 65% (v/v) e foi agitado suavemente; e mantido na bancada por 15 min e foi
centrifugado a 3000 rpm por 45 min; o sobrenadante foi descartado e a placa foi mantida
invertida por 1 min em papel absorvente para secar. Foram adicionados 200 pL de etanol
60% (v/v) e centrifugado a 3000 rpm por 10 min; o sobrenadante foi descartado e a placa foi
mantida invertida por 1 min em papel absorvente para secar. A lavagem foi repetida. Foi
dado um spin com placa invertida. A placa ficou no fluxo laminar por 1 h para secar. Depois
de feita a extracdo e purificacdo, a sequiéncia de cada clone selecionado foi determinada

através da analise em um sequienciador automatico modelo 3100 (Applied Biosystem).
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Analises das sequéncias

As sequéncias foram obtidas pelo 3730/3730xI Data Collection Software v3.0
(Applied Biosystems) e os cromatogramas produzidos foram analisados por meio do
programa Chromas 2.21 (Technelysium Pty Ltd). Com isso, arquivos do tipo ‘FASTA’ foram
obtidos para cada clone individualmente, contendo apenas sequéncias de interesse e com
boa qualidade. Foram retiradas das sequéncias as regides correspondentes ao vetor e ao

adaptador, restando apenas a sequéncia do inserto.

4.2.4 Construcdo dos primers

As sequéncias ‘FASTA' obtidas pelo sequenciamento foram transferidas para o
programa WEBSAT, com objetivo de selecionar regides contendo microssatélites (MARTINS
et al., 2009). Alguns parametros de identificacdo das regides de interesse foram adotados:
mononucleotideos e dinucleotideos deveriam ter no minimo oito repeticdes do motivo,
microssatélites constituidos por trinucleotideos, tetranucleotideos, pentanucleotideos e
hexanucleotideos deveriam ter no minimo quatro repeticbes do motivo. ApOs essa etapa,
primers foram desenhados a partir das sequéncias selecionadas utilizando o programa
PRIMER3 (www.frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_cgi). Foram alteradas algumas
opcdes pré-estabelecidas pelo programa, buscando primers com: maximo de 22 pb;
diferenca entre temperatura de melting do primer foward e reverse inferior a 3°C;
temperaturas de melting variando entre 57°C e 60°C; complementaridade maxima igual a 5;
porcentagem de GC entre 40 e 60%; produto de amplificac&o entre 100 e 250 pb.

Os primers desenhados foram analisados no programa NETPRIMER
(www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html) para avaliacdo qualitativa.
Foram verificadas as proporcées GC/AT e a possivel formacao de dimeros e loops para os

primers foward, reverse e entre ambos.
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4.3 Caracterizagao dos locos microssatélites

4.3.1 Extracdo de DNA dos isolados

Os DNAs dos isolados utilizados para a andlise dos locos microssatélites foram
obtidos a partir de uma suspenséo de uredinidsporos provenientes de uma Unica pustula
conforme descrito por Virtudazo, Nojima e Kakishima et al (2001a). Cerca de 300 a 400
urediniésporos foram coletados e macerados com auxilio de bastdo de vidro em tubos
contendo 200 pL de tampao de maceragao [50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 1,5 mM
MgCl,; 0,01% Proteinase K]. Logo apds a maceragdo, as suspensdes foram incubadas a
37°C por 1 h e em seguida a 95°C por 15 min. Finalmente, as suspensfes foram
armazenadas a 4°C para serem utilizadas posteriormente nas amplificacdes por PCR com

0s primers microssatélites.

4.3.2 Otimizacéo e amplificacdo dos locos microssatélites

A diversidade genética de Ferrugem marrom foi estudada utlizando-se locos
microssatélites desenvolvidos especificamente para P. melanocephala. Para a realizacao da
PCR foi padronizado 1 pL da suspenséo de urediniésporos em uma reagdo com volume final
de 20 pL, contendo: solugéo tampao 1X [0,1 mM EDTA; 1 mM DTT, 20 mM Tris-HCI (pH
7,4); 100 mM KCI; 200 pg/mL BSA], 0,05 pg/uL Caseina, 200 yM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 1
MM de cada primer e 1 U de enzima Phire Hot Start DNA Polymerase (Finnzymes Oy,
Finland). Previamente, foi realizada uma reacdo de PCR com programa touchdown para
todos os locos para avaliar a amplificacdo dos mesmos. As amplificacbes foram realizadas
em termociclador MyCycle (Bio-Rad) programado para realizar um passo de 3 min a 95°C,
seguido de 10 ciclos de 40 s a 94°C, 40 s com temperaturas de anelamento decrescentes
de 60°C a 50°C, diminuindo 1°C por ciclo e mais 30 ciclos de 40 s com temperatura de

anelamento a 50°C, ap0s cada ciclo uma extenséo final de 60 s a 72°C.
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4.3.3 Avaliacao dos locos microssatélites

Preparo das placas e do gel

Para a realizacdo da eletroforese, a preparacdo das placas de vidro obedeceu ao
seguinte procedimento: aplicacdo de 1,5 mL de 2% de dimetildiclorosilano em octametil
ciclo-octasilano (PlusOne Repel Silane ES, Amersham Biosciences) sobre a placa maior
(33,3 x 41,9 cm). Na placa menor (33,3 x 39,4 cm) foi alicado 3 yL de metacriloxipropil-
trimetoxisilano (PlusOne Bind Silane ES, Amersham Biosciences) diluido em 1 mL de uma
solucdo composta por 0,5% de acido acético glacial e 95,5% de etanol. Apés secagem,
ambas as placas foram montadas. Para o preparo do gel foram utilizados 70 mL de solucdo
de 6% acrilamida; 750 yL de 10% persulfato de aménia; 45 yL TEMED. A solugdo de 6%

acrilamida foi aplicada entre as placas com auxilio de uma seringa plastica descartavel.

Eletroforese

Apo6s 60 min de polimerizacao, as placas foram colocadas em cuba vertical, onde os
géis eram pré-aquecidos por 40 min a 90 W de poténcia constante. Uma de aliquota de 5
ML, previamente desnaturada com 10 pL de tampdo de carregamento (95% formamida;
12,5% sacarose; 0,05% azul de bromofenol; 0,05% xylenicyanol; 10 mM NaOH) a 95°C por
5 min, foi aplicada em cada poc¢o do gel. Em seguida, procedeu-se a corrida propriamente
dita a uma poténcia constante de 55 W durante 1 h e 30 min. A coloracao foi realizada com

nitrato de prata, segundo metodologia proposta por Creste et al. (2001).

4.3.4 Andlise dos locos microssatélites

A partir de leitura dos dados de fragmentos nos géis foram obtidas as frequéncias
alélicas e genotipicas de todos os isolados de P. melanocephala. A diversidade genética foi
medida através do numero médio de alelos por locos (A), heterozigosidade observada (Ho),
heterozigozidade esperada (H) sob equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizando o programa
TFPGA (MILLER, 1997).

O contetdo de informacédo polimérfico (PIC — polymorphism information content),
proposto por Anderson et al. (1993), foi calculado em funcao do numero de alelos
detectados, da sua distribuicédo e frequéncia na populacéo estruturada. Os valores do PIC

por loco sdo determinados pela expressdo: PIC = 1 - ¥ p? Nesta expressdo, p, é a
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frequéncia do alelo i na populacdo. O PIC é baseado no nimero de alelos detectados por
determinado loco e a frequéncia relativa de cada alelo no conjunto dos isolados de P.
melanocephala. Desta maneira o PIC esta relacionado com nimero de alelos, que, por sua
vez, estd diretamente associado a divergéncia genética e ao nimero de genétipos em
estudo.

A estrutura genética molecular entre populacdes foi analisada mediante parametros
estatisticos (Hr, Hs, Dst, Gst) de Nei (1973), os quais foram calculados a partir do programa
FSTAT 2.9.3 (GOUDET, 2002), tendo a significancia testada pela reamostragem do tipo
bootstrap, utilizando 10000 reamostragens sobre locos. Também foram calculadas as
disténcias genéticas nao viesadas de Nei (1978). O programa TFPGA versao 1.3 (MILLER,
1997) foi utilizado para o calculo da estimativa da disténcia genética entre os individuos.
Para a construcdo do dendograma foi utilizado o programa NTSYS (ROHLF, 1989)
empregando-se o método Neighbor-Joining. A estabilidade dos agrupamentos dentro do

dendograma foi testada a partir de reamostragens utilizando 1000 reamostragens bootstrap.

4.4 Caracterizacao da variabilidade patogénica de P. melanocephala

A variabilidade patogénica de P. melanocephala, foi avaliada utilizando trés
populacdes provenientes de regies onde a cultura de cana-de-acUcar é intensamente
cultivada: Goianésia (GO), Jau (SP) e Ribeirdo Preto (SP). Estas regides foram priorizadas,
pois em um recente estudo em S&o Paulo, revelou variacdes marcantes na patogenicidade
de diferentes populagées de P. melanocephala, sendo que, a populacdo de Jal se destacou
em relacdo as outras (Ribeirdo Preto e Piracicaba), apresentando variacbes, tanto na
viruléncia como na patogenicidade (RAGO, 2005).

As variedades de cana-de-aclcar ‘SP70 1143’ (suscetivel) e ‘RB83 5486’
(intermediaria) foram utilizadas para as inoculacdes de ferrugem. Gemas individuais dessas
variedades foram plantadas em vasos plasticos com substrato e mantidas em casa de
vegetacdo até o momento das inoculacdes.

Com o intuito de manter e multiplicar os urediniésporos coletados de cada regido,
plantas da variedade ‘SP70 1143’ foram inoculadas. Inicialmente, plantas com 30 dias de
idade foram colocadas em cémara Umida por 12 h. Apds este periodo, estas foram
colocadas separadamente em contato direto com folhas infectadas contendo urediniésporos

das 3 regifes. Apds a inoculagdo, ficaram em camara Umida por mais 24 h. Apds esse
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periodo, a camara umida foi removida e as plantas permaneceram em casa de vegetacao

isoladas por regido (Figura 4) para manutencao e multiplicacdo dos esporos.

E = s
&\,,:,

Figura 4 — Plantas da variedade ‘SP70 1143’ inoculadas e isoladas por regidao.

Para comparar a patogenicidade entre as regides de coleta de P. melanocephala,
foram realizadas inoculacdes em folhas destacadas empregando a metodologia descrita por
Garcia e colaboradores (2007). Plantas da variedade ‘SP70 1143’ e ‘RB83 5486’ com 45
dias de idade foram utilizadas para a obtencdo de segmentos de 20 cm, tomados da folha
+1 (folha com maior atividade fotossintética). Esses segmentos foram inoculados com uma
suspensdo de urediniésporos em agua destilada esterilizada, contendo em média 2 x 10*
urediniosporos vidveis/mL. A determinagcdo da viabilidade dos urediniésporos foi realizada
por meio de plaqueamento dos mesmos em Agar-agua. A suspensao foi borrifada
cuidadosamente ao longo de toda superficie abaxial dos segmentos. ApOs esta etapa, 0s
segmentos foliares ja inoculados foram introduzidos em tubos de ensaio com 25 cm de
comprimento, contendo % de agua destilada (Figura 5). Os tubos de cada tratamento

permaneceram em incubadora BOD a 21°C, com fotoperiodo de 12 h por 15 dias.
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Figura 5 — Inoculacdo de segmentos de folhas da variedade ‘SP70 1143’ e ‘RB83
5486’ para avaliacdo de patogenicidade.

A avaliacdo da severidade da ferrugem foi realizada no 14° dia apés a inoculagéo,
por meio da escala diagramatica proposta por Amorim et al. (1987) (Figura 6).

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado, com 5 repeticbes
para cada tratamento. Cada tubo contendo um segmento de folha inoculado foi considerado
como uma parcela experimental. Para a andlise estatistica, os dados originais foram
transformados em V(x+0,5), onde x = % de &rea foliar doente e, em seguida, foram

submetidos a analise de variancia e teste de Tuckey para comparagao de médias.

ESCALA DE NOTAS DA FERRUGEM EM CANA-DE-AGUCAR

1 2 3 4 5 6 7 8 9

0% 0.5% 1% 5% 10% 25% 35% 0% =50%

Figura 6 — Escala diagramatica para avaliacdo da severidade da ferrugem marrom
(AMORIM et al., 1987).

37



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta e identificac&o dos isolados de ferrugem

Para o estudo de diversidade utilizando locos microssatélites, amostras de ferrugem
foram coletadas nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Goias e Alagoas. Um total de 44
amostras foram coletadas e analisadas. Desse total, 34 foram identificadas como P.
melanocephala (ferrugem marrom) e 10 como Puccinia kuehnni (ferrugem alaranjada). Em
virtude da recente introducdo de ferrugem alaranjada no Brasil (BARBASSO, 2010), o
material coletado foi rigorosamente analisado microscopicamente. Caracteristicas
morfoldgicas dos urediniésporos como coloragdo, forma, ornamentacdo, espessamento da
parede celular e presenca de poro germinativo foram avaliadas, objetivando a discriminacéo
entre P. melanocephala e P. kuehnni (DIXON et al.,, 2010; VIRTUDAZO; NOJIMA;
KAKISHIMA, 2001b). Os urediniésporos de ferrugem marrom apresentaram coloracdo
marrom escura, obovoides, com discreta ornamentacdo, parede celular uniforme e no
maximo dois poros germinativos. Ja os uredinidsporos de ferrugem alaranjada apresentaram
coloracho amarela a castanho claro, piriformes, com ornamentacdo destacada,
espessamento da parede celular no apice e trés a cinco poros germinativos (Figura 7).
Especificamente no isolado P270, observou-se a presenca de teliésporo clavado com
coloracdo marrom escuro com duas células (Figura 7D). Caracteristicas associadas aos
teliosporos de basidiomicetos auxiliam na identificacdo morfolégica e classificacédo
taxonbmica de fungos (familias e géneros) por microscopia (ALEXOPOULQS, 1996), visto
que, a ferrugem alaranjada possui teliésporo hialino com duas ou trés células (VIRTUDAZO;
NOJIMA; KAKISHIMA, 2001b).

A ferrugem alaranjada tem demonstrado grande adaptacédo as condicdes climaticas
brasileiras, e vem ocorrendo nas mesmas condigdes da ferrugem marrom, sendo que em
cultivares susceptiveis (IACSP84 2480"), é frequente a ocorréncia das duas ferrugens
(Figura 8), refletindo algumas vezes em mistura de espécies nas amostras coletadas.

Em algumas amostras coletadas, foram observados sintomas e sinais da mancha
parda causada pelo fungo Cercospora longipes e que pode ser facilmente confundida com a
ferrugem no campo, em virtude das caracteristicas das lesdes foliares (Figura 9).

A caracterizacéo por microscopia permitiu uma diferenciacéo segura destas espécies

e a correta identificacéo dos isolados para as andlises com os locos microssatélites.
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observados ao microscépio éptico (aumento 40x) e lesbes foliares de
ferrugem alaranjada e marrom observados ao microscopio
esterioscopio (aumento 4x) (E e F). (A — B) P. kuehnii; (C) P.
melanocephala; (D) Teliosporo de P. melanocephala; (E) Lesé&o foliar
de ferrugem alaranjada; (F) Leséo foliar de ferrugem marrom.
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Figura 8 — Variedade ‘IACSP84 2480’ apresentando lesdes
foliares de Ferrugem marrom e alaranjada. (a) P.
melanocephala, (b) P. kuehnii.

- -
Figura 9 — Mancha parda. (A) Lesdes foliares, (B) Conidioforos de conidios de Cercospora
longipes observados ao microscépio 6ptico (20x).

5.2 Biblioteca enriquecida com locos microssatélite

Foi construida inicialmente uma biblioteca enriquecida para locos microssatélites,
possibilitando o desenvolvimento de 41 locos. Entretanto, essa biblioteca ndo se mostrou
especifica para P. melanocephala, visto que, houve amplificacbes com DNA de cana-de-
acucar, sugerindo contaminacdo na construcdo da biblioteca com DNA da planta
hospedeira. Este fato pode ter sido gerado pela liberacdo de fragmentos de tecido foliar que
foram introduzidos junto aos urediniésporos utilizados para a extracdo do DNA empregado
na construcdo da biblioteca. Para contornar esta dificuldade, uma nova biblioteca foi
construida. O DNA utilizado foi extraido de urediniésporos identificados microscopicamente
e coletados com auxilio de microscoépio estereoscépio e bomba a vacuo.
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5.2.1 Andlise das sequéncias

Em funcédo das medidas adotadas para a construcdo da biblioteca, todas as etapas
para obtencdo da biblioteca enriquecida para locos SSR foram realizadas com éxito. A
digestdo do DNA gendmico com a enzima Rsal produziu fragmentos de 300 a 1200 pb, sem
a presenca de fragmentos preferenciais. A ligacdo dos adaptadores foi confirmada pela
etapa de pré-amplificacdo, resultando em uma maior quantidade de DNA para a etapa de
selecdo. Também ndo ocorreram amplificagcdes aparentemente de fragmentos preferenciais,
0 que poderia ser posteriormente prejudicial pela presenca de microssatélites redundantes.

A partir de 178 clones sequenciados, um total de 93 clones foram identificados
contendo sequéncias com regifes microssatélites. Desses 93 clones, 27 continham mais de
uma regido microssatélite na mesma sequéncia, gerando um total de 135 sequéncias
microssatélites. Foram encontrados motivos repetidos dinucleotideo, dentre eles, o mais
frequente foi GT/TG (20,7%), seguido de CA/AC (15,5%), GA/AG (5,2%), TA/AT (3,0%) e
CT/TC (2,2%) (Figura 10). Motivos repetidos trinucleotideos foram encontrados, constituindo
19,2% do total das sequéncias microssatélites obtidas. Motivos tetranucleotideo (TAAT e
TTTA) (1,5%), pentanucleotideo (TTGGG) (0,8%) e hexanucleotideo (ACACGC) (0,8%)
também foram encontrados, porém, com baixa frequéncia (Figura 11). Apenas quatro

sequéncias apresentaram microssatélites com motivos repetidos interrompidos.
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Figura 10 — Motivos dinucleotideos repetidos encontrado pela biblioteca enriquecida
em locos microssatélite de P. melanocephala.
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Figura 11 — Microssatélites obtidos pela biblioteca enriquecida em locos microssatélites de
P. melanocephala.

Foram observados mononucleotideos com motivos repetidos somente A e T, com
repeticdes entre 8 e 15 vezes. Esses microssatélites ndo foram incluidos no desenho de
primers, pois, microssatélites mononucleotideos tendem a possuir baixo polimorfismo
(TOTH et al., 2000).

Microssatélites com motivos dinucleotideos foram observados repetindo desde oito
vezes que foi o critério minimo de busca utilizado no estudo até dinucleotideo repetindo 37
vezes. Entre os motivos trinucleotideos foram encontrados motivos variando entre 4 a 13
repeticdes. Ja para os dois tetranucleotideos encontrados, um teve seu motivo repetido seis
vezes e 0 outro oito vezes. Também foi identificado um pentanucleotideo e um
hexanucleotideo com quatro repeticdes cada um.

Do total de clones sequenciados, 52,2% apresentaram pelo menos uma regido
microssatélite. Apesar do fato que genomas de fungos possuem baixa frequéncia de
microssatélites se comparados a outros organismos (MORGANTE et al., 2002), esse estudo
evidenciou que com a utilizacdo de uma biblioteca enriquecida, pode-se elevar o nimero de
microssatélites sequenciados.

Dutech et al. (2007) desenvolveram 16 bibliotecas enriquecidas em locos
microssatélites para diferentes espécies de fungo, obtendo rendimentos varidaveis no
enriquecimento das sequéncias microssatélites (Puccinia triticinia (82,3%), Erysiphe necator
(79,2%), Puccinia striiformis fsp tritici (75,9%), Penicilium camembertii (66,7%),
Mycosphaerella eumusae (63,8%), Fusarium poae (63,5%), Fusarium culmorum (57,6%),
Mycosphaerella musicola (53,1%), Magnaporthe grisea (46,9%), Mycosphaerella fijiensis

(46,8%), Microcyclus ulei (46,2%), Penicillium roqueforti (43,5%), Microbotryum violaceum
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(42%), Plasmopara viticola (37,1%), Erysiphe alphitoides (19,1%) e Melampsora larici-
populina (17,8%)).

A grande quantidade de motivos dinucleotideos encontrada em P. melanocephala
deve-se ao fato de que, as sondas empregadas no enriquecimento da biblioteca eram de
repeticdbes de motivos dinucleotideos. Os motivos dinucleotideos mais presentes foram
GT/TG, CA/AC e GA/AG, sendo estas duas Ultimas repeticbes esperadas em funcao das
sondas utilizadas. O fato do dinucleotideo GT/TG ter sido o mais frequente na biblioteca
sugere que este motivo pode ser mais abundantemente no genoma de P. melanocephala.
Apesar do grande avanco das metodologias para o desenvolvimento de locos
microssatélites, se comparado a outros filos, os estudos com fungos ainda sdo pouco
explorados (DUTECH et al., 2007).

A partir das sequéncias contendo regides microssatélites obtidas pela biblioteca
enriquecida, foram desenhados pares de primers para 21 locos (Tabela 2). Néo foi possivel
utiizar as sequéncias restantes, pois algumas caracteristicas como posicao do
microssatélite nas extremidades da sequéncia, fragmentos muito pequenos e baixa

gualidade das sequéncias impossibilitaram o desenho de primers.
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Tabela 2 - Lista dos primers sintetizados a partir das sequéncias microssatélites obtidas pela
biblioteca enriquecida.

Locos Sequéncia (5-3") Motivo Ta(°C) Produto (pb)
wmacior [OTCTCMCTINCTS on, & 2
wmncioy TSRCATCEWEAE | oy, s am
womacios FPSCSCSSAAATIE (1), s e
wemacio FATSASCMTOMONIS oy, s am
mmacios SAMCCHTIONOTA iy, w5 aue
womacios FORCSCCTATCAIRONCTA (53 2z
wracior TOSCSSRIGMCTCTS o, s o
womacis FSRCSCTOMIRANE (1), w0 1w
wmacicy FISCSTTRTSISTES (o g0 2
MPMIACLLO [ o lre s rerecamancrrrer (G 60 212
wmaciiy TASSHSATANR gy, w2
womacs ASTATMMCCEICONS (55 am
MPMIACIL4 [ 21l ConoracTrootacen (100 60 175
womacs TOCSHASISICTIICRS  (n, 55
wmaciis FOSCETICATICSTIANG  gun, 58 1
womaciiy FSSASCOMTTEST o sz
womacus ASCSATTIICIISTIGEE (. 57 o
wracits TOCSACCAIMTICS g s o
mPmMIAC120 ;i’:ﬁé&iﬁ%ﬁﬁigﬁéﬁ (AGA)s 55 176
mPmIACL2y T GAGTGGTTTGTGTGTGTGTT (AAT). 53 180

R:GAGACCGTATCTTCTAAGTGC
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5.2.2 Caracterizacdo dos locos microssatélites

Os primers sintetizados foram submetidos a amplificacéo via PCR e visualizados em
gel de agarose (1,2%). Inicialmente, foi utilizada uma temperatura de anelamento de 50°C.
Neste primeiro teste, todos os locos apresentaram inUmeras bandas inespecificas (Figura
12). Houve entdo a necessidade de elevar a temperatura de anelamento para 55°C
objetivando uma maior especificidade de amplificacdo. Dos 21 locos microssatélites
testados, os locos mPmIAC102, mPmIAC104, mPmIAC106, mPmIAC117 e mPmIAC121
ndo apresentaram amplificacdo de acordo com o tamanho do fragmento esperado a parti da
sequéncia do clone. Somente apresentaram bandas inespecificas a 50°C e, em
temperaturas de anelamento mais elevadas, ndo houve nenhuma amplificacdo. Os 16 locos
restantes foram testados com 34 isolados de P. melanocephala juntamente com os 10
isolados de P. kuehnii. As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas a partir da leitura

dos dados em géis de poliacrilamida (6%).
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Figura 12 - Eletroforese em gel de 1,2% agarose dos produtos de PCR com locos
microssatélites. (A) Ta 50°C. M: marcador 100 pb; 1-5: locos mPmIAC111, 6-
10: mPmIAC112, 11-14: mPmIAC113; C: controle negativo. (B) Ta 55°C. M:
marcador 100 pb; 1-6: locos mPmIAC111, 7-11. mPmIAC112, 12-16:
mPmIAC113; C: controle negativo.

Dos 16 locos microssatélites que apresentaram amplificacdo, apenas quatro foram
polimérficos (MPmIAC101, mPmIAC103, mPmIAC107 e mPmIAC111) e o restante
monomorficos para os isolados testados, amplificando fragmentos de tamanhos iguais aos
esperados pelo desenho dos primers. Locos microssatélites monomorficos ndo contem
informac6es sobre a diversidade genética de um organismo. Entretanto, se ndo houver
variabilidade genética entre os individuos, dificimente locos polimérficos serédo
caracterizados. Zhong, Yang e Puri (2011) encontraram uma baixa diversidade genética

utilizando microssatélites em Puccinia psidii no Havai, sendo que a populacdo estudada

45



provavelmente foi originada de um isolado da Flérida que possui grande similaridade
genética.

A amplificacdo dos locos resultou em um total de 18 alelos, com média de 4,5 alelos
por loco polimérfico. Entre os locos polimérficos, os locos mPmIAC101 e mPmIAC111
foram os que apresentaram o maior niumero de alelos (5) seguido pelos locos mMPmIAC103,
mPmMIAC107 com 4 alelos cada um (Tabela 3). Dentre os 12 locos monomorficos
identificados, 6 apresentaram 1 Unico alelo por loco para todos os individuos e para os
outros 6 locos, os isolados apresentaram 2 alelos por locos. A maior amplitude alélica foi
verificada no loco mPmIAC105, com dois alelos de 188 e 246 pb. A figura 13 ilustra o

polimorfismo microssatélite obtido.

Tabela 3 — Locos microssatélites polimorficos e monomoérficos utilizados para
genotipagem dos isolados de ferrugem.

Locos N° de Alelos Tamanho dos Alelos (pb)
mPmIAC101 5 232-248
mPmIAC103 4 185-198
mPmIAC105 2 188;246
mPmIAC107 4 246-252
mPmIAC108 2 155;161
mPmIAC109 1 245
mPmIAC110 1 212
mPmIAC111 5 220-249
mPmIAC112 2 225;246
mPmIAC113 1 171
mPmIAC114 2 178;210
mPmIAC115 1 165
mPmIAC116 2 136;138
mPmIAC118 1 201
mPmIAC119 1 201
mPmIAC120 2 162;176
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Figura 13 — Polimorfismo de microssatélite em isolados de P. melanocephala em gel de

poliacrilamida. (A) mPm110 — monomorfico; (B) mPm101 e (C) mPm103 —
polimoérficos.

Os 10 isolados, identificados como ferrugem alaranjada, foram caracterizados com
0s locos SSRs desenvolvidos para ferrugem marrom. Houve transferabilidade dos locos,
com amplificacéo de produtos similares de P. kuehnii e P. melanocephala. Tanto os locos
monomorficos quanto os locos polimérficos apresentaram os mesmos padrées de alelos
encontrados para ferrugem marrom, ndo tendo sido verificada a existéncia de alelos
exclusivos para as espécies estudadas. Este fato indica a possibilidade de transferabilidade
desses SSRs, desenvolvidos especificamente para P. melanocephala, para P. kuehnii. Um
estudo realizado por Wang e colaboradores (2010), demonstrou que 8 dos 21 EST-SSRs
polimorficos desenvolvidos para a ferrugem da folha do trigo (Puccinia triticina)
apresentaram transferibilidade para a ferrugem da folha de aveia (Puccinia coronata) e a
ferrugem do colmo do trigo (Puccinia graminis). A transferabilidade de 3 locos SSRs
descritos para P. coronata e 1 loco SSR descrito para a ferrugem do linho (Melampsora lini)
foi detectada para a ferrugem do café (Hemileia vastatrix), sendo apenas dois deles
polimorficos (CRISTANCHO; ESCOBAR, 2008). A transferibilidade intraespecifica de locos
SSRs representa uma alternativa ao desenvolvimento de novas bibliotecas enriquecidas,
evitando assim o alto custo do seu desenvolvimento. Porém, a transferibilidade de locos
SSRs intraespecificos em fungos pode ser consideravelmente baixa se comparada a de
outros grupos de organismos (BARBARA et al., 2007).

A heterozigosidade foi observada para todos os locos microssatélites desenvolvidos,
com uma média de 0,665 (Tabela 4). Os locos MPmIAC101 e mPmIAC111 apresentaram
uma heterozigosidade observada inferior a heterozigosidade esperada. Isto indica uma
maior quantidade de individuos homozigotos na populacéo para estes locos. Ja para os
locos mMPmIAC103, mPmIAC10 a heterozigosidade observada foi ligeiramente superior a

heterozigosidade esperada.
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Os altos valores de heterozigosidade encontrados ndo podem ser explicados pela
recombinacdo meidtica, uma vez que no Brasil ndo ha evidéncias da existéncia de um
hospedeiro intermediario, restringindo a propagacao de ferrugem marrom somente por
reproducdo assexuada. Esse nivel de heterozigosidade pode estar associado a enorme
guantidade de uredinidsporos produzidos assexuadamente no campo, aliada as altas taxas
de mutacbes presentes em microssatélites, estimadas em 102-10° por locos por geracgéo,
sendo bem maiores que as encontradas em DNA n3o repetitivo (10°) (ELLEGREN, 2000).

Os marcadores SSR desenvolvidos apresentaram um valor médio PIC de 0,562
(Tabela 4). Todos os locos polimérficos avaliados neste estudo foram caracterizados como
informativos. Segundo a classificacdo de PIC de Botstein et al. (1980), valores do PIC > 0,5
sdo considerados informativos e valores de PIC entre 0,25 e 0,5 sdo considerados
moderadamente informativos. O loco mPmIAC111 (0,502) apresentou o menor valor de PIC
seguido pelo loco mPmIAC107 (0,515). O loco com maior conteldo informativo foi o
mPmIAC101 (0,638).

Tabela 4 — Caracterizacéo dos locos microssatélites polimérficos.

Locos A He H, PIC
mPmIAC101 5 0,752 0,379 0,638
mPmIAC103 4 0,709 0,726 0,595
mPmIAC107 4 0,577 0,621 0,515
mPmIAC111 5 0,624 0,505 0,502

Total 18

Média 4,5 0,665 0,558 0,562

Numero de alelos (A); Heterozigosidade esperada (He); Heterozigosidade observada (Ho);
Conteudo informativo polimorfico (PIC).

5.2.3 Diversidade genética de P. melanocephala

Foi realizado um estudo da diversidade genética populacional de P. melanocephala
baseada nos 4 locos microssatélites polimorficos num total de 34 isolados originarios de
quatro regides (Goias, Minas Gerais, Alagoas e Sao Paulo) de acordo com a localizacdo da
coleta. Os resultados deste trabalho se apresentam como um dado preliminar frente ao
estudo de populacdes de ferrugem marrom visto o nimero limitado de isolados que
constituiram as populacbes de Alagoas (2), Goias (6), Minas Gerais (3), juntamente com o

namero limitado de locos polimérficos utilizados nas analises.
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As populacdes de Goias e S&do Paulo apresentaram uma estimativa de
heterozigosidade observada relativamente baixa em relacdo a esperada (Tabela 5),
indicando uma leve tendéncia a maior frequéncia de individuos homozigotos nestas
populacdes. Ja os individuos de Minas Gerais apresentaram uma estimativa de
heterozigosidade observada mais elevada em relacdo a esperada, enquanto que os de
Alagoas apresentaram valores semelhantes entre a heterozigosidade esperada e
observada. Apesar de a heterozigosidade média observada ter sido ligeiramente inferior a
heterozigosidade esperada, ficou caracterizado a presenca de um equilibrio entre
heterozigotos e homozigotos.

Conforme as estatisticas de Nei, a média da diversidade génica intrapopulacional
(Hs) encontrada foi de 0,689, refletindo um elevado grau de diversidade genética dentro das
populacdes estudadas. Em contrapartida, a diversidade genética interpopulacional (Dst) € 0
coeficiente de divergéncia genética interpopulacional (Gst), apresentaram valores negativos
proximos de zero (Tabela 5). Desta forma, esses valores foram interpretados como zero.
Este fato sugere que a diversidade genética encontrada em P. melanocephala pode ser

similar dentro das 4 populac¢fes estudas, ndo havendo divergéncia entre elas.

Tabela 5 — Estimativa de parametros genéticos de diversidade em quatro populacées
de P. melanocephala.

Regides N He Ho Hs Hr Dst Gst
Goias 6 0,573 0,542 0,633

Minas Gerais 3 0,555 0,666 0,730

Alagoas 2 0,500 0,500 0,789

Séo Paulo 23 0,589 0,524 0,604

Média 0,554 0,558 0,689 0,650 -0,039 -0,061

Numero de isolados (N); Heterozigosidade esperada (He); Heterozigosidade observada
(Ho); Diversidade génica intrapopulacional (Hs); Diversidade génica total (Hr); Diversidade
génica interpopulacional (Dsr); Coeficiente de divergéncia interpopulacional (Gsr).

As estimativas da distancia genética de NEI (1978) foram calculadas entre os
individuos de P. melanocephala buscando visualizar agrupamentos entre as regides
estudadas. Através do dendograma gerado pela analise de agrupamento (Figura 14), trés
grupos principais foram obtidos. Entretanto, ndo foi possivel agrupar os individuos por
regies ou mesmo por localidades préximas. Os grupos 1 e 2 abrangeram a maior parte dos
isolados, sendo estes pertencentes as 4 regibes estudadas. O grupo 3, com apenas dois

individuos (Goianésia-GO e Pontal-SP), se apresentou como um grupo distante dos demais.
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Figura 14 — Representacao grafica da analise de agrupamento, baseada nas distancias genéticas ndo viesadas de Nei
(1978) com 34 isolados de P. melanocephala, pelo método Neighbor-Joining, utilizando microssatélites.
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Este perfil de agrupamento pode ser entendido pela existéncia de uma uniformidade
de distribuicdo da variabilidade genética dos isolados de P. melanocephala, bem como pelo
intenso fluxo de genotipos de cana-de-aclcar entre as principais regibes canavieiras no
Brasil.

Os indices de diversidade e divergéncia genética encontrados em P. melanocephala
sugerem que a Vvariabilidade genética esta distribuida uniformemente nas regifes
estudadas, ocorrendo uma Unica populacao heterogénea. Este fato pode ser entendido pela
dispersdo e biologia do fungo. A diversidade encontrada em P. melanocephala pode ser
atribuida a constantes fontes de entrada do patégeno no pais provenientes de diferentes
localidades, sendo esta, caracterizada tanto pela acdo antrépica gerada pela troca de
material vegetal, como pela influéncia de correntes de ventos que podem facilmente
transportar urediniésporos de uma localidade para outra (RAGO, 2005). Ribeiro do Vale e
Zambolim (1997) relataram que os urediniosporos de P. melanocephala podem ser
transportados pelo vento a mais de 300 km de distancias. Purdy, Liu e Dean (1983)
concluiram que a propagacdo de ferrugem marrom da Republica Dominicana para a
Jamaica e Cuba, provavelmente ocorreu pela dispersao dos urediniésporos pelas correntes
de vento e tempestades tropicais a uma distancia de 644 km.

Recentemente, utilizando marcadores AFLP, Pocovi et al. (2010) avaliaram 30
isolados de P. melanocephala agrupados em 3 diferentes regies na Argentina, obtendo
uma variabilidade genética alta, porém, sem ocorrer diferenciacdo entre as populacdes
estudadas. Um estudo com P. kuehnii, utilizando a regiées do rDNA, demonstrou um baixo
nivel de variabilidade entre 28 isolados da Austrdlia, entretanto, houve diferencas
significativas entre estes isolados e os de Papua Nova Guiné, Indonésia e China
(BRAITHWAITE et al., 2009). Glynn et al. (2010) buscando compreender a disperséo de P.
kuehnii a partir da Australia para as Américas, identificou um polimorfismo na regiao ITS1,
gerando dois alelos diferentes (183A e 183G), e dentre esses alelos, apenas o 183A
predomina no hemisfério Oeste. Estes autores discutem que ha duas formas de chegada do
alelo 183A ao hemisfério Oeste: transporte de material infectado da Austrélia e Asia seguido
de rapida dispersao e dispersao aérea ao longo do tempo proveniente do hemisfério Leste.

Para um melhor entendimento da diversidade, bem como para um estudo mais
detalhado de populagbes de P. melanocephala, € necessario um nimero maior de locos
microssatélites juntamente com um nidmero maior de individuos por populacgdes dentro e
fora do Brasil. Assim, uma visdo geral da diversidade populacional deste patégeno podera

ser melhor conhecida.
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5.3 Caracterizacéo da variabilidade patogénica de P. melanocephala

As avaliacbes da severidade utilizando as cultivares ‘SP70 1143’ de reacéo
susceptivel e ‘RB83 5486’ de reacdo intermediaria, ndo apresentaram variacbes
significativas de patogenicidade quando inoculadas artificialmente com os isolados P261,
P273 e P306 das regibes de Goianésia-GO, Jau-SP e Ribeirdo Preto-SP respectivamente
(Figura 15 e 16). Entretanto, a severidade dos sintomas entre as cultivares estudadas
apresentou diferencas (Figura 17). Para a variedade ‘SP70 1143’ a média da area foliar
infectada foi de 2,8%, e para a ‘RB83 5486’ a média da area foliar infectada foi relativamente
menor (0,73%). Esta diferenca de severidade pode estar correlacionada as caracteristicas
de resisténcia genética das variedades a ferrugem marrom, visto que a variedade ‘SP70
1143’ é considerada suscetivel e a variedade ‘RB83 5486’ considerada intermediaria frente

as reacdes de ferrugem.

SP701143 CV =579 %

4.5

3.5 -
® Ribeirao Preto-SP

m Jau-SP
2,8a

Severidade (%)
w

Goianésia-GO

1.5 -

Regides

Figura 15 — Severidade da ferrugem (porcentagem de area foliar afetada) gerada
por populagBes de P. melanocephala de diferentes localidades na
variedade SP70 1143. (Letras iguais nas barras indicam auséncia de
diferencas significativas entre si pelo teste de Tuckey a 5% de
probabilidade).
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Figura 16 — Severidade da ferrugem (porcentagem de area foliar afetada) gerada
por populacdes de P. melanocephala de diferentes localidades na
variedade SP70 1143. (Letras iguais nas barras indicam auséncia de
diferencas significativas entre si pelo teste de Tuckey a 5% de
probabilidade).

Figura 17 — Inoculacao Ferrugem marrom em segmentos foliares. a —
‘SP701143', b — ‘RB83 5486’, ¢ — controle negativo
‘SP701143', d — controle negativo ‘RB83 5486'.




Em S&o Paulo, isolados de P. melanocephala foram identificados apresentando
variabilidade para agressividade e severidade a cana-de-aclcar, sendo que isolados da
regido de Jau-SP destacaram-se pela maior agressividade a todas as cultivares inoculadas,
sugerindo a existéncia de racas de ferrugem marrom (RAGO, 2005). Nos Estados Unidos, a
existéncia de racas de P. melanocephala foi identificada pela ocorréncia de alteracdes nas
reacbes da doenca em uma série de variedades resistentes apés alguns anos de seu
lancamento. Este estudo sugeriu a existéncia de pelo menos 4 racas de ferrugem marrom, o
que indicaria, junto a observacgdes de campo que possiveis variantes patogénicos estariam
surgindo em &reas canavieiras (SHINE; COMSTOCK; DEAN, 2005). Entretanto, Taylor
(1992) na Australia descreveu a auséncia de racgas fisiolégicas utilizando inoculagbes em
folhas destacadas de doze cultivares com isolados de P. melanocephala coletados durante
nove anos em quatro regides de Queensland. As constantes variacdes na severidade de
ferrugem marrom neste pais foram atribuidas as mudancas nas condi¢6es climaticas, e ndo
ao surgimento de novas racas.

As condi¢des climaticas sao reconhecidamente importantes para o aparecimento e a
intensidade de epidemias causadas por ferrugem. Para que a doenca ocorra, é necessario a
presenca de um hospedeiro suscetivel, um patégeno infectivo e um ambiente favoravel,
construindo o que se chama de “triangulo da doenca”, sendo os vértices interdependentes
(AGRIOS, 2005). Mudancas no clima foram responsaveis por epidemias histéricas de
grande importancia econémica, como a requeima da batata na Irlanda em 1845; o ergotismo
dos cereais no Reno em 857 e na Franca em 994, 1089 e 1951; e a helmintosporiase do
arroz em Bengala em 1942 (BERGAMIN FILHO; KIMATI, 1995).

Segundo Braithwaite et al. (2009) e Magarey et al. (2001) clones resistentes podem
aumentar sua suscetibilidade no tempo, gracas a variabilidade da populacao do patdégeno, o
que permite inferir que ha possibilidade de ocorréncia de racas do patégeno e que a
resisténcia das cultivares podem mudar futuramente.

Alguns estudos tém demonstrado que a herdabilidade em cana-de-acUcar da
resisténcia a ferrugem é alta, sendo regida por um ou poucos genes de feito maior
(ASNAGHI et al., 2001; TAYLOR, 1992). Entretanto, outros trabalhos evidenciam que
existem outros genes de efeito menor, além dos de efeito maior que atuam
guantitativamente na resisténcia a ferruygem (RAMDOYAL et al., 2000). Assim sendo, a
resisténcia da cana-de-aclcar a ferrugem parece ser conferida pelo somatério desses
genes, com os genes de efeito maior possuindo maior efeito na resisténcia.

A investigacdo da variabilidade genética de ferrugem marrom e a identificacdo e

priorizacdo de regiées com clima favoravel a doenca sédo de extrema importancia para o
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sucesso de programas de melhoramento genético de cana-de-agUcar, principalmente a
longo prazo, auxiliando no desenvolvimento de novas variedades.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que as populacdes de ferrugem
marrom estudas ndo representam racas distintas. Assim, o melhoramento genético visando
resisténcia a ferrugem marrom pode ser conduzida em locais com clima altamente favoravel
a ocorréncia do patégeno, ou ainda, em ambientes controlados, por meio da inoculacao
artificial, com os resultados possivelmente representativos para outras regides. A adocédo de
tais procedimentos contribuird para contornar os problemas advindos da liberacdo de
variedades que poderdao apresentar alteracdes no perfil de resisténcia a ferrugem marrom
apos o seu lancamento. Estudos complementares, com maior niimero de isolados, locais e

marcadores poderdo ser realizados para confirmar os resultados obtidos.
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6 CONCLUSAO

b)

d)

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

Os urediniésporos coletados em diferentes regibes produtoras de cana-de-aclcar
puderam ser identificados morfologicamente por microscopia Optica, sendo
classificados a nivel de espécie em P. melanocephala ou P. kuehnii;

O método utilizado para enriquecimento da biblioteca foi eficiente em isolar locos
microssatélites para P. melanocephala;

A variabilidade genética dos isolados de P. melanocephala foi relativamente alta;

O estudo preliminar da diversidade genética de P. melanocephala, ndo demonstrou
diferencas significativas entre as populacGes de Alagoas, Goias, Minas Gerais e Sao
Paulo;

Os isolados provenientes de trés regides importantes de cultivo de cana-de-acucar
ndo demonstraram diferencas significativas para agressividade empregando duas
cultivares (‘'SP70 1143’ susceptivel e ‘RB83 5486’ intermediaria).
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APENDICE A — Arquivo de entrada no programa FSTAT.

442523
loc-1
loc-2
loc-3
loc-4

1240240 195185 250248 240240
1246246 198185 250250 240220
1246246 198185 250250 249240
1246238 198185 252248 245240
1240240 198198 250248 240240
1240238 198198 250248 245245
2 000000 198185 250246 249240
2 246246 195185 250250 240235
2 240240 198185 250248 249240
3 000000 185185 250246 249249
3 240232 195190 250250 240240
4 248238 198198 250248 240240
4 246240 198185 250250 240240
4 246246 195185 250248 240220
4 248248 198185 250248 240240
4 240240 195185 250248 249240
4 246246 198185 250248 249240
4 248248 198185 250248 240240
4 240240 195185 252252 240240
4 240240 198185 252248 249240
4 240240 198185 250248 240240
4 246246 195185 250246 249240
4 246246 195185 250248 249240
4 000000 195185 252248 240240
4 246246 198185 250250 249240
4 246238 185185 250248 249240
4 246246 195185 250246 240220
4 240240 195185 250250 240240
4 246246 185185 250250 240240
4 240232 195195 250250 240240
4 240240 198198 250250 245240
4 240240 190185 252252 240240
4 246246 198185 250248 245240
4 246246 195195 250248 249220
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APENDICE B - Arquivo de entrada no programa TFPGA.

11,1, 22,24,23,33
1,1,2,22,14,22,35
1,1,3,22,14,22,13
1,1,4,24,14,13,23
1,15, 33,11,23,33
1,1,6, 34,11,23,22
1,2,1, 00,14,24,13
1,2,2,22,24,22,34
1,2,3, 33,14,23,13
1,3,1,00,44,24,11
1,3,2, 34,23,22,33
1,4,1,14,11,23,22
1,4,2,23,14,22,33
1,4,3,22,24,23,35
1,4,4,11,14,23,33
1,4,5,33,24,23,13
1,4,6,22,14,23,13
1,4,7,11,14,23,33
1,4,8,33,24,11,33
1,4,9,34,14,13,13
1,4,10, 33,14,23,33
1,4,11, 22,24,24,13
1,4,12, 22,24,23,13
1,4,13, 00,24,13,33
1,4,14, 22,14,22,13
1,4,15, 24,44,23,13
1,4,16, 11,24,24,35
1,4,17, 33,24,22,33
1,4,18, 22,44,22,33
1,4,19, 35,22,22,33
1,4,20, 33,11,22,00
1,4,21, 33,34,11,33
1,4,22,22,14,23,00
1,4,23, 22,22,23,15
0,0,0, 00,00,00,00
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APENDICE C — Arquivo de entrada no programa NTSYS.pc.

234L34L0

P255GoianesiaGO P261GoianesiaGO P264GoianesiaGO P267GoianesiaGO P270GoianesiaGO P312GoianesiaGO P219PompeuMG P231PatosMG P249PatosMG P315LajeAL P318LajeAL P201PontalSP P204StaluciaSP P207MococaSP P210ConchalSP
P213SJBoaVistaSP P217BatataisSP P222LencoisSP P225ltapolisSP P228SJBarraSP P234PindoramaSP P237CatanduvaSP P240StalLuciaSP P2430limpiaSP P246GuairaSP P252ItapolisSP P258JauSP P273JauSP P300JauSP P303RibeiraoPSP
P306RibeiraoPSP P309RibeiraoPSP P321JaboticabalSP P3240rindiuvaSP

0.0000

0.1875 0.0000

0.1875 0.0625 0.0000

0.2500 0.3125 0.3125 0.0000

0.4375 0.4375 0.4375 0.3750 0.0000

0.6250 0.5000 0.5000 0.2500 0.3125 0.0000

0.2500 0.1667 0.0833 0.2500 0.2500 0.4167 0.0000

0.1250 0.1250 0.1250 0.3750 0.5625 0.6250 0.2500 0.0000

0.3750 0.3750 0.3125 0.3125 0.1250 0.3125 0.0833 0.4375 0.0000

0.5000 0.4167 0.2500 0.5000 0.7500 0.7500 0.1667 0.4167 0.2500 0.0000

0.3125 0.3750 0.3750 0.4375 0.3125 0.5000 0.3333 0.3125 0.3125 0.6667 0.0000

0.6250 0.5000 0.5000 0.2500 0.4375 0.0625 0.4167 0.6250 0.4375 0.7500 0.5625 0.0000

0.1875 0.1250 0.1250 0.3125 0.1875 0.4375 0.1667 0.1875 0.1875 0.5000 0.1875 0.5000 0.0000

0.0625 0.1250 0.1875 0.2500 0.5000 0.5625 0.2500 0.1250 0.3750 0.4167 0.3750 0.5625 0.2500 0.0000

0.3125 0.3750 0.3750 0.3125 0.3125 0.5000 0.1667 0.4375 0.3125 0.5000 0.3750 0.3750 0.2500 0.3750 0.0000

0.3125 0.4375 0.3750 0.3750 0.2500 0.4375 0.1667 0.3750 0.0625 0.2500 0.2500 0.5625 0.2500 0.3125 0.3750 0.0000

0.1250 0.1250 0.0625 0.1875 0.3750 0.4375 0.0833 0.1875 0.2500 0.2500 0.4375 0.4375 0.1875 0.1250 0.3125 0.3125 0.0000

0.3125 0.3750 0.3750 0.3125 0.3125 0.5000 0.1667 0.4375 0.3125 0.5000 0.3750 0.3750 0.2500 0.3750 0.0000 0.3750 0.3125 0.0000

0.4375 0.6250 0.6250 0.3750 0.3750 0.6875 0.4167 0.5625 0.3125 0.6667 0.3750 0.8125 0.3750 0.5000 0.5000 0.2500 0.5625 0.5000 0.0000

0.3750 0.4375 0.3750 0.1250 0.2500 0.3125 0.1667 0.5000 0.1250 0.3333 0.3750 0.3750 0.3125 0.3750 0.3125 0.1875 0.2500 0.3125 0.2500 0.0000

0.3125 0.3750 0.3750 0.3125 0.0625 0.3750 0.1667 0.4375 0.0625 0.5000 0.2500 0.5000 0.1250 0.3750 0.2500 0.1250 0.3125 0.2500 0.2500 0.1875 0.0000

0.1250 0.1875 0.1250 0.3125 0.5625 0.6250 0.0833 0.1250 0.3750 0.1667 0.3750 0.6250 0.2500 0.1250 0.4375 0.3125 0.1250 0.4375 0.5000 0.3750 0.4375 0.0000

0.0625 0.1875 0.1250 0.2500 0.5000 0.5625 0.1667 0.1250 0.3125 0.2500 0.3750 0.5625 0.2500 0.0625 0.3750 0.2500 0.0625 0.3750 0.5000 0.3125 0.3750 0.0625 0.0000

0.0833 0.4167 0.4167 0.1667 0.3333 0.6667 0.3333 0.3333 0.2500 0.5833 0.3333 0.6667 0.3333 0.1667 0.1667 0.1667 0.2500 0.1667 0.0833 0.1667 0.1667 0.2500 0.1667 0.0000

0.1875 0.0625 0.0000 0.3125 0.4375 0.5000 0.0833 0.1250 0.3125 0.2500 0.3750 0.5000 0.1250 0.1875 0.3750 0.3750 0.0625 0.3750 0.6250 0.3750 0.3750 0.1250 0.1250 0.4167 0.0000

0.1875 0.2500 0.1875 0.1875 0.5000 0.5000 0.1667 0.2500 0.2500 0.1667 0.3750 0.5000 0.2500 0.1875 0.3125 0.2500 0.1250 0.3125 0.5000 0.1875 0.3125 0.1875 0.1250 0.2500 0.1875 0.0000

0.3750 0.3750 0.4375 0.4375 0.5625 0.6250 0.1667 0.3750 0.4375 0.3333 0.3750 0.5000 0.3750 0.3125 0.1875 0.3750 0.4375 0.1875 0.5000 0.4375 0.4375 0.3125 0.3750 0.2500 0.4375 0.3750 0.0000

0.3125 0.3750 0.3750 0.5000 0.2500 0.5625 0.2500 0.3125 0.1875 0.5000 0.1250 0.6875 0.1250 0.3750 0.3750 0.1250 0.4375 0.3750 0.2500 0.3750 0.1250 0.3750 0.3750 0.2500 0.3750 0.3750 0.3750 0.0000

0.1250 0.1250 0.1250 0.3750 0.5625 0.7500 0.2500 0.1250 0.4375 0.4167 0.3750 0.7500 0.1250 0.1875 0.3750 0.4375 0.1875 0.3750 0.5625 0.5000 0.3750 0.1875 0.1875 0.3333 0.1250 0.1875 0.4375 0.3125 0.0000

0.3125 0.4375 0.4375 0.5625 0.3750 0.6250 0.4167 0.3125 0.3750 0.7500 0.1250 0.6875 0.2500 0.3750 0.4375 0.2500 0.5000 0.4375 0.3750 0.5000 0.3125 0.3750 0.3750 0.3333 0.4375 0.5000 0.3750 0.1250 0.4375 0.0000
0.6667 0.4167 0.4167 0.5833 0.0833 0.1667 0.2500 0.5833 0.1667 0.6250 0.3333 0.3333 0.1667 0.6667 0.5000 0.3333 0.5000 0.5000 0.5833 0.4167 0.1667 0.6667 0.6667 0.7500 0.4167 0.6667 0.6667 0.2500 0.6667 0.4167 0.0000
0.5000 0.6250 0.6250 0.3750 0.3750 0.6875 0.4167 0.6250 0.3125 0.6667 0.3750 0.8125 0.3750 0.5625 0.5000 0.3125 0.5625 0.5000 0.0625 0.2500 0.2500 0.5625 0.5625 0.1667 0.6250 0.5000 0.5625 0.3125 0.5625 0.5000 0.5833 0.0000
0.0833 0.0833 0.0833 0.1667 0.4167 0.3333 0.1250 0.1667 0.3333 0.2500 0.5000 0.3333 0.1667 0.0833 0.3333 0.4167 0.0000 0.3333 0.6667 0.3333 0.3333 0.1667 0.0833 0.2500 0.0833 0.1667 0.5000 0.5000 0.1667 0.5833 0.5000 0.6667 0.0000
0.2500 0.3125 0.3125 0.4375 0.6875 0.6250 0.4167 0.2500 0.5000 0.5000 0.5000 0.6250 0.5000 0.1250 0.6250 0.3750 0.2500 0.6250 0.6875 0.5000 0.6250 0.1875 0.1250 0.4167 0.3125 0.3750 0.4375 0.5625 0.5000 0.4375 0.7500 0.8125 0.2500 0.0000
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