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PRESENCA DO GENE BRU1 E COMPORTAMENTO DIFERENCIAL DE
GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR E ACESSOS EXOTICOS A Puccinia
melanocephala

RESUMO - E sabido que a utilizacdo de marcadores moleculares em
programas de melhoramento constitui uma ferramenta importante, pois
permite identificar individuos superiores em fases juvenis, acelerando o
processo de desenvolvimento de cultivares. A ferrugem marrom € uma
doenga causada pelo fungo Puccinia melancephala responsavel por
grandes prejuizos no setor canavieiro. Recentemente foram
desenvolvidos marcadores moleculares, 9020-F4 e R12H16, os quais
flanqueiam o maior gene de resisténcia a ferrugem marrom, conhecido
como Bru1. O presente trabalho objetivou determinar a frequéncia do
gene Brul em acessos exoticos de cana-de-agucar, cultivares
brasileiras e clones do Programa IAC bem como avaliar a sua
eficiéncia na identificacdo de gendtipos resistentes. Através da reacao
de PCR utilizando os marcadores, foi possivel inferir a frequéncia do
gene Bru1, e comparar esses resultados com a classificagao fenotipica
das cultivares brasileiras e clones IAC (IAC, CTC, SP e RB), quanto a
suscetibilidade a doenga. Além disso, foi conduzido um experimento
em casa de vegetacao, utilizando acessos de Saccharum spontaneum,
Saccharum sinense e Saccharum robustum, os quais foram inoculados
artificialmente com o fungo Puccinia melanocephala e avaliados
semanalmente visando determinar o grau de suscetibilidade a ferrugem
marrom. Posteriormente, os resultados obtidos foram comparados com
a presenga ou auséncia do gene Brul1. Nas cultivares brasileiras a
frequéncia do gene Bru1 foi alta, 75,21%, porém nos acessos exoticos
foi de apenas 18 %. Verificou-se que grande parte das cultivares que
possuem o gene Brul é classificada como resistente. Nos acessos
exoticos inoculados artificialmente, a correlagao entre a presencga dos
marcadores indicativos do gene Bru1 com as notas de severidade foi
baixa e n&o significativa, provavelmente devido a presenca de outra
fonte de resisténcia ou falha na complementariedade da sequéncia dos
primers no genoma desses acessos.

Palavras-chave: Ferrugem marrom, Saccharum spp L., marcador
molecular, resisténcia.



SURVEY OF THE BRU1 GENE AND DIFFERENTIAL BEHAVIOR OF
SUGARCANE GENOTYPES AND WILD ACESS TO PUCCINIA
MELANOCEPHALA

ABSTRACT- It is known that the use of molecular markers is an
important tool which allows the identification of superior individuals in
juvenile stages speeding up the cultivar development process.
Sugarcane brown rust caused by the fungus Puccinia melanocephala is
among the most important sugarcane diseases. Recently, two
diagnostic molecular markers (R12H16, 9020-F4) flanking the Bru1
gene, which is pointed as the major gene conferring brown rust
resistance reported for sugarcane today were publish in the literature.
The present study aimed to determine the frequency of the Bru1 gene
in sugarcane exotic accessions, Brazilian varieties and elite clones from
IAC program as well as to evaluate the efficiency of these markers to
identify resistant genotypes. By using the Bru1 markers, it was possible
to infer the frequency of Bru1 gene, and compare the results with the
phenotypic classification of sugarcane Brazilian varieties and IAC
clones (IAC, CTC, SP and RB) for susceptibility to the disease.
Moreover, S. spontaneum, S. sinense and S. robustum accessions
were artificially inoculated with the fungus P. melanocephala and
weekly evaluated in greenhouse conditions. The degree of brown rust
susceptibility of the accessions was compared with the presence or
absence of Bru1 gene markers. The frequency of the Bru1 gene in the
Brazilian varieties was high (75.21%) while only 18% of the sugarcane
exotic accessions showed the Bru1 gene. Most of the varieties that
presented the gene were classified as resistant. Low marker-phenotypic
correlation was observed for the artificially inoculated sugarcane exotic
accessions, probably due to the presence of other sources of resistance
or failure of the sequence complementarity of the primers in the
genome of these accesses. Generally these markers proved to be
efficient in the selection of genotypes resistant to brown-rust.
Keywords: Brown rust, Saccharum spp L., molecular marker,
resistance.



1 INTRODUGAO

A cana-de-agucar € conhecida mundialmente pela sua importancia
econdmica, utilizada para a produgao de agucar, etanol, fonte de energia “limpa” e
na alimentagdao de animais (MATSUOKA et al., 1999). O Brasil destaca-se na
produgdo de agucar e area plantada com cana-de-agucar, liderando o ranking
mundial (HENRY, 2010).

Entre os problemas fitossanitarios da cana-de-agucar, a ferrugem marrom
possui forte impacto econdmico, diante dos prejuizos que pode gerar. Atualmente a
doencga encontra-se distribuida em grande parte das areas produtoras de cana-de-
agucar (RYAN & EGAN, 1989). Esta doenga € causada pelo fungo Puccinia
melanocephala, que provoca lesdes no tecido foliar, reduzindo a area foliar verde e,
consequentemente, interferindo no processo fotossintético da planta, a qual tem seu
crescimento e producédo prejudicados (TOKESHI & RAGO, 2005).

A caracteristica de resisténcia é um fator de alta herdabilidade (SORDI et al.,
1988; HOGARTH et al., 1993). Além disso, foi confirmada a presenca de um gene
com efeito maior de carater dominante (DAUGROUIS et al., 1996; RAMDOYAL et
al., 2000).

Com o advento dos marcadores moleculares, novos avangos no
melhoramento de cana-de-agucar tém sido observados, isso porque € possivel
analisar os materiais baseado em seu gendtipo, descartando o efeito ambiental, o
que aumenta a eficiéncia e auxilia o processo de melhoramento genético, visto que,
a maioria das caracteristicas de importancia agronémica sao quantitativas e
influenciadas pelo ambiente (CARLINI-GARCIA et al., 2012).

Por meio de estudos de mapeamento genético e detecgdo de QTL
(Quantitative Trait Locus) em cana-de-agucar, foram descobertos dois genes
responsaveis pela resisténcia a ferrugem marrom, Bru1 (DAUGROIS et al., 1996) e
Bru2 (RABOIN et al., 2006). A partir destas analises, foram desenvolvidos dois
marcadores, R12H16 e 9020-F4, os quais estdo fortemente associados um ao outro
e que podem funcionar como marcador diagnéstico para o gene Bru1 (COSTET et
al., 2012). Diversos programas de melhoramento de cana-de-agucar ao redor do
mundo utilizaram esses marcadores para determinar a frequéncia do gene Brul e
validar a eficiéncia dos mesmos como marcador de diagndstico de resisténcia
(GLYNN et al., 2013; RACEDO et al., 2013; PARCO et al., 2014).



Os objetivos do presente trabalho foram determinar a frequéncia do gene
Bru1 em grupos de acessos exoticos, cultivares brasileiras e clones de cana-de-
agucar do programa IAC, bem como avaliar a eficiéncia desses marcadores como

diagndstico na identificagdo de gendtipos resistentes a ferrugem marrom.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A cultura da cana-de-agucar

A cana-de-agucar é uma poaceae, aldégama, da tribo Andropogonae
pertencente ao género Saccharum o qual possui seis espécies principais: S.
officinarum L. (2n= 80), S. robustum (2n= 60-205), S. barberi (2n= 81-124), S.
sinense (2n= 111-120), S. spontaneum L. (2n= 40-128) e S. edule (2n=60-80),
caracterizadas pelo alto grau de poliploidia e frequente aneuplodia (MATSUOKA et
al., 1999). A histéria da domesticacdo da cana-de-agucar nao € totalmente
conhecida, acredita-se que seu centro de origem € na regido da Indonésia e Nova
Guiné (D'HONT et al., 2008; HENRY, 2010).

Essa cultura possui capacidade de armazenar grandes quantidades de
sacarose em seus colmos. A sacarose € processada e convertida em diferentes
tipos de agucares e matérias-primas para as industrias alimenticias e de bebidas, e
etanol combustivel (NEVES & CONEJERO, 2010).

Considerada como a cultura industrial mais importante para a producao de
energia e agucar, a cana-de-agucar € cultivada globalmente em ambientes tropicais
e subtropicais, globalmente, sendo o Brasil o maior produtor mundial, destacando-se
os estados de Sao Paulo, Goias, Minas Gerais e Parana (HENRY, 2010). Segundo a
CONAB (2014), a producao total de cana-de-agucar moida na safra 2014/15 é
estimada em 642,1 milhdes de toneladas, com queda de 2,5 % em relagdo a safra
anterior, sendo a regido sudeste a principal produtora de agucar (70,75%) e etanol
(59,84%).

Além disso, a cana-de-acucar tornou-se uma cultura importante do ponto de
vista ambiental, visto que, um dos produtos gerados € o etanol, e a utilizagdo do
mesmo reduz 70% a emissao de CO, na atmosfera, comparado com combustivel
féssil (CONAB, 2014).

As cultivares de cana-de-agucar atuais apresentam origem interespecifica, ou
seja, derivam no passado da hibridagdo entre a espécie produtora de agucar ou
espécie nobre, S. officinarum, com as espécies selvagens S. spontaneum, S.
barberi, S. sinense e S. robustum, seguidas de diversos retrocruzamentos com S.
officinarum, para recuperagcao dos teores de agucar, processo conhecido como
nobilizagao (D'HONT et al., 1995; MATSUOKA et al., 1999; ALBINO et al., 2006).



O numero de trabalhos publicados referentes a cana-de-agucar tem crescido
constantemente, mas nao tém sido proporcionais, comparado a sua importancia
mundial, como fonte de energia, alimento e outros (LANDELL & BRESSIANI, 2008).

2.1.1 O melhoramento genético da cana-de-agucar

Embora a cana seja uma cultura de extrema importancia, seu rendimento &
baixo. Para reverter esse cenario, a estratégia adotada pelos programas de
melhoramento é identificar, selecionar e propagar gendtipos superiores, para que
sejam desenvolvidas cultivares melhoradas e resistentes a diversos fatores abioticos
e bioticos (ALBINO et al., 2006).

No Brasil, destacam-se os programas de melhoramento do Instituto
Agrondbmico de Campinas-IAC, Rede Interuniversitaria para Desenvolvimento do
Setor Sucroalcooleiro-Ridesa e Centro e Tecnologia Canavieira- CTC (BARBOSA &
SILVEIRA, 2010).

Em todo programa de melhoramento de cana-de-agucar é essencial que haja
um bom banco de germoplasma ativo, constituido por genétipos silvestres, visto que
os mesmo sao utilizados como fonte de caracteristicas agrondmicas desejadas
(MATSUOKA et al., 1999).

A variabilidade genética disponivel para selecdo é obtida através do
cruzamento sexual entre os genitores de interesse. Para isso € necessario promover
o florescimento dos mesmos assim como o seu sincronismo. Muitos s&o os fatores
que influenciam o florescimento da cana-de-agucar, destacando-se o fotoperiodo,
temperatura (18° a 35°C) e umidade (MATSUOKA et al., 1999; LABORD, 2007). No
Brasil, as regides litordneas da Bahia e Alagoas possuem condi¢cdes climaticas
bastante favoraveis ao florescimento e viabilidade do pdlen, onde estao localizadas
as estagdes de hibridacdo de diferentes programas de melhoramento. Na auséncia
de condi¢des edafoclimaticas especificas para o florescimento da cana, podem ser
utilizadas camaras de fotoperiodo, as quais aplicam condicbes artificiais que
induzem o seu florescimento (VENCOVSKY & BARRIGA, 1992).

O cruzamento entre os genitores é o ponto de partida para o desenvolvimento
de novas cultivares, podendo ser realizado de trés maneiras: i) cruzamento

biparental, onde se utiliza apenas dois genitores, definindo qual sera o genitor



masculino e o feminino, sendo o mais utilizado pelos melhoristas; ii) cruzamento
multiplo, ou policruzamento, neste sao utilizados varios genitores masculinos e
apenas um genitor feminino, de onde serédo coletas as paniculas fecundadas por
varios machos; iii) polinizagao livre, pouco utilizado, as sementes sao colhidas de
inflorescéncia de plantas que crescem livremente (MATSUOKA et al., 1999;
LANDELL & BRESSIANE, 2008). Por se tratar de uma cultura aldgama que possui
flores hermafroditas e taxa de autofecundacdo que varia de 2,8 a 17,6%, é
necessario que haja um controle para evitar a autofecundacgao, determinando qual
genitor sera utilizado como receptor e qual sera utilizado como doador de pdlen
(BARBOSA & SILVEIRA, 2010).

No momento da selecdo dos genitores € importante que os mesmos tenham
caracteristicas de interesse com boa performace per se (MATSUOKA et al., 1999).
Para ferrugem marrom a herdabilidade tem se mostrado elevada. Dessa forma, a
selecdo de genitores resistentes a doenca pode ser efetiva (SORDI et al., 1981;
HOGARTH et al., 1983; BRESSIANI & SANGUINO, 1994).

IDO et al., (2006) avaliaram a incidéncia e severidade da ferrugem marrom
em clones de cana-de-agucar no estado do Parana e concluiram que os primeiros
meses do ciclo de desenvolvimento da cana-de-acucar podem ser mais eficientes
para a selecdo de clones resistentes a ferrugem.

A selecdo para individuos resistentes a ferrugem marrom € facilmente
realizada na terceira fase de seleg¢ao (T3), onde os clones sao avaliados quanto ao
grau de severidade a doenga. Nas fases finais, € feito um estudo detalhado com a
finalidade de integrar resisténcia e manejo da época de plantio e colheita para
controlar a doenga em clones que possuem certo grau de suscetibilidade, mas que
apresentam grande potencial produtivo (MATSUOKA et al., 1999)

Devido as diversas etapas de selecdo, que varia de acordo com cada
programa de melhoramento, o langamento de uma nova cultivar pode exigir muito
tempo, cerca de 9-13 anos. Durante esse periodo sido realizados ensaios em
diferentes condi¢gdes edafocilmaticas e em diferentes anos, aumentando a preciséo
experimental e, dessa forma, permite identificar com maior seguranga, gendétipos
superiores (BRESSIANI, 2001; LANDELL & BRESSIANI, 2008; BARBOSA &
SILVEIRA, 2010).

Varias caracteristicas sao objetivadas durante o processo de selegao, tais

como: resisténcia ou tolerdncia a doencas, tolerancia a seca, auséncia de



florescimento e isoporizagcdo, capacidade de brotacdo sob palha e elevada
produtividade de agucar (LANDELL & BRESSIANI, 2008).

2.2 A ferrugem da cana-de-agucar

2.2.1 Histéria e importancia econémica da doenga

A ferrugem marrom é um problema fitossanitario de grande importéncia para
o setor sucroalcooleiro, devido aos grandes prejuizos que ela pode gerar. Essa
doenca € causada pelo fungo Puccinia melanocephala, pertencente a diviséo
Basidiomycota, classe Teliomycetes, ordem Uredinales, familia Puccinaceae
(MATSUOKA & MACCHERONI, 2010).

O primeiro registro do patégeno P. melanochephala ocorreu na india, em
1907, afetando Erianthus ravennae. Apds algumas décadas foi relatado o primeiro
surto da doenca em cana de acucar na Africa do Sul, em 1941 (MATSUOKA &
MACCHERONI, 2010). Na década de setenta ocorreram surtos no Japéo, Taiwan e
Australia. A doenca chegou as Américas, em 1978, na Republica Dominicana, e foi
proliferando-se rapidamente, dominando quase todas as industrias de cana-de-
agucar das Américas no periodo de um ano (CARDOSO & SANGUINO, 1988).

A ferrugem marrom foi registrada pela primeira vez no Brasil em 1986, no
municipio de Capivari, Sdo Paulo, e em um periodo curto disseminou-se por todo o
pais causando grandes preocupagdes aos produtores (SANGUINO & TOLEDO,
1983). Acredita-se que o fungo chegou ao Brasil através de correntes de ventos
vindas do Continente Africano (MACCHERONI & MATSUOKA, 2006).

A doenga nao provocou grande epidemia ao chegar ao Brasil, pois 90% dos
canaviais eram plantados com cultivares resistentes. Segundo MATSUOKA, (1993)
a utilizacdo de gendtipos suscetiveis pode causar um efeito destrutivo gerando
perdas de mais de 60%. Essas perdas podem ser significativas até mesmo com a
utilizagao de cultivares com resisténcia intermediaria. Além disso, a ferrugem causa
perdas indiretas aos programas de melhoramentos, dado a eliminacédo de clones em
fase de selegcdo, com boas caracteristicas agrondmicas, mas que sao suscetiveis a
doenga (COMSTOCK, 1994; TOKESHI & RAGO, 2005).

Em 1992, a doencga alcangou o seu pico nos canaviais paulistas, com perdas

potenciais de até 107 milhdes de ddlares devido ao plantio de um grande numero de



cultivares com niveis de resisténcia n&do satisfatérios como a SP70-1143, SP71-
6163, SP71-1406 E NA56-79 (MOURA, 1999).

A forma mais econbmica de controlar a doenga, € através da utilizagao de
gendtipos resistentes a ferrugem. Além disso, é importante que os canaviais tenham
uma boa diversidade de cultivares, tendo no maximo 15% plantado com a mesma
cultivar. Outro método de controle € através da utilizagdo de fungicida, porém o
custo é alto e requer alguns cuidados para o sucesso da aplicagcéao e eficiéncia do
controle (TOKESHI & RAGO, 2005). Atualmente o foco dos principais programas de
melhoramento do Estado de Sao Paulo é caracterizar as cultivares quanto a reacao
para esta doenga (CDA, 2010).

2.2.2 Etiologia e Sintomatologia

A ferrugem marrom tem como agente etioldogico P. melanocephala, o qual
produz dois tipos de esporos, os urediniosporos, esporos de reprodugao assexual, e
os teliosporos, esporos de reproducdo sexual. Os urediniosporos possuem
coloragdo marrom canela a marrom escuro, sem espessamento apical, ovéides,
ornamentacdo equinulada, com quatro a cinco esporos germinativos equatoriais
(MOURA, 2004, APARECIDO, 2009; GIGLIOTI et al., 2009).

Ambos os esporos produzidos por P. melanocephala podem germinar, mas a
infeccdo ocorre somente através dos urediniésporos, que sao transportados
principalmente pelo vento, além de gotas de agua, roupas e materiais vegetais
contaminados (CARDOSO & SANGUINO, 1988). A germinacao do fungo é
favorecida em temperaturas entre 21°C e 26°C e umidade relativa do ar acima de
99%. Para otimizar a germinagao dos esporos € necessaria a presenga de agua na
superficie da folha (GIGLIOTI et al., 2009).

A manifestacdo da doenca é sazonal, com pico de ocorréncia em estacgoes
umidas com temperaturas mais amenas, nos meses de junho a agosto, e de
novembro a janeiro. Sob altas temperaturas e/ou baixa umidade os esporos tornam-
se inviaveis (SANGUINO & TOLEDO, 1983; GARCIA et al., 2007; GIGLIOTI et al.,
2009).

Ap6s a germinagdo o tubo germinativo (Figura 1) €& diferenciado em

haustérios, o qual é essencial para a penetragado do patégeno nos tecidos da planta,



pelas aberturas estomaticas, e sdo responsaveis pela absor¢do de nutrientes. Entre
10 a 14 dias apos a infecgdo de gendtipos suscetiveis, € possivel observar as
pustulas nas folhas, as quais irdo liberar esporos para o ambiente (SAGUINO &
TOLEDO, 1983).

Figura 1: Uredinidsporo de Puccinia melanocephala com tubo germinativo (seta),
visualizado em microscopio Optico, objetiva de 100x. (Foto: Ana Caroline Neuber)

As plantas na primeira metade do ciclo vegetativo, de 2 a 8 meses, sdo mais
suscetiveis ao ataque do patdégeno, assim como em cana-planta, em relagcéo cana-
soca. As pustulas se distribuem no terco médio posterior da folha (SAGUINO &
TOLEDO, 1983).

A ferrugem marrom interfere na atividade fotossintética da planta,
comprometendo seu desenvolvimento e produtividade, pois a mesma afeta o tecido
foliar, prejudicando a fotossintese da planta, diminuindo a area foliar verde. As
folhas severamente infectadas secam prematuramente, resultando em colmos finos,
ou até mesmo na morte de perfilhos, afetando plantas novas e reduzindo o acumulo
de sacarose (MOURA, 2004).

Os sintomas iniciais da planta infectada por P. melanocephala, sdo pequenas
manchas cloréticas alongadas, denominadas “flecks”, que restringem basicamente
as folhas, sendo mais frequente do meio para a parte apical (GIGLIOTI et al., 2009).
Essas manchas evoluem rapidamente adquirindo coloragdo avermelhada. O fungo
produz esporos que rompem a epiderme na superficie inferior da folha, formando



estruturas denominadas “pustulas”. As pustulas possuem tonalidade marrom a
marrom escuras e sao alongadas (CANAOESTE, 2013; SANGUINO, 1983)

Além do fungo P. melanocephala, que ataca plantas do género Saccharum,
existe também o fungo P. kuehnii, conhecido como ferrugem alaranjada, o qual foi
descrito no Brasil mais recentemente, em 2009. A ferrugem marrom e a ferrugem
alaranjada s&o as principais ferrugens que podem atacar a cana-de-agucar e que
possuem importancia econémica (BARBASSO, 2010).

A melhor maneira de se avaliar a doencga € quantificando a porcentagem da
area foliar sintomatica, comparada a area foliar total (KLOSOWSKI et al., 2013).

A escala diagramatica proposta por AMORIM et al., (1987) é a mais utilizada
atualmente, a qual estipula 9 notas, onde 1 a 3 refere-se as plantas classificadas
como resistentes, 4 a 6 intermediarias, e 7 a 9 suscetiveis plantas. A avaliagao é
feita utilizando a folha + 3 de cada planta.

SOOD et al., (2009) propuseram uma escala para classificar os dois tipos de
ferrugem. As notas vao de 0 a 4, onde 0= sem sintomas, 1= manchas cloréticas, 2=
lesdes laranja ou marrom, 3= uma a cinco pustulas com esporulagdo e 4= cinco ou
mais pustulas com esporulagdes que coalescem, causando necrose na area foliar.
Gendtipos que apresentam nota de 0-1, sdo classificados como resistentes, 2,

considerados moderadamente resistentes, e 3-4, suscetiveis.

2.3 Aspectos genéticos da cana-de-agucar e a resisténcia a ferrugem-marrom

O genoma da cana-de-agucar é caracterizado por sua grande complexidade,
mostrando alta poliploidia (octaploide), oriundo de cruzamento interespecifico entre
S. officinarum e S. spontaneum, cujo genoma sofreu duplicagbes (D'HONT &
GLASZMANN, 2001).

As cultivares de cana-de-agucar cultivadas sdo complexos hibridos
interespecificos que possuem em torno de 2n=100-130 cromossomos. Acredita-se
que as cultivares comerciais suscetiveis a ferrugem-marrom possam ter herdado
essa caracteristica de clones de S. officinarum, visto que esta espécie contribui com
70% a 80% do genoma das cultivares comerciais (D'HONT et al., 1996; RAMDOYAL
et al.; 2000; D"HONT, 2005). Estudos de hibridacdo in situ confirmaram que o

genoma dos hibridos modernos € composto pela reunido dos genomas das espécies
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S. officinarum e S. spontaneum. A estrutura do genoma da cultivar moderna R570,
atualmente é muito utilizada como referéncia, conforme representado na Figura 2.
(PIPERIDIS & D'HONT, 2001; D'HONT, 2005).
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Figura 2: Representagdo do genoma da cultivar de cana-de-agucar moderna R570,
derivada da hibridacao interespecifica entre S. spontaneum e S. officinarum. Fonte:
D'HONT et al.,(2008).

Diversos trabalhos foram realizados visando determinar o tipo de heranca da
resisténcia a ferrugem-marrom. Porém, tais resultados ndo foram muito conclusivos
(MOURA, 2004).

TAIl et al., (1981) sugeriram que a resisténcia a ferrugem marrom &
parcialmente dominante. Além disso, o componente materno € maior em relacédo ao
paterno devido a efeitos genéticos nao aditivos e ao ambiente. Entretanto,
HOGARTH et al., (1983), através de uma reanalise de dados, concluiu que 67% da
variancia genética é aditiva, e que a resisténcia a ferrugem marrom apresenta alta
herdabilidade.

SORDI et al., (1988), destacaram a importancia da escolha dos genitores,
onde cruzamentos entre genitores resistentes dariam origem a progénies
resistentes a doencga, visto que essa € uma caracteristica de alta herdabilidade e

transmitida com eficacia.
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DAUGROIS et al., (1996) e RAMDOYAL et al., (2000) utilizaram progénies de
autofecundagéo da cultivar resistente a ferrugem marrom R570 e observaram uma
segregacao de 3:1 (resisténcia: suscetibilidade) indicando que exista um gene de
efeito maior o qual confere resisténcia a ferrugem marrom.

ASNAGHI et al., (2001) inocularam a cultivar R570 com isolados de P.
melanocephala provenientes do Brasil, Colédmbia, Flérida, Guadalupe e Zimbabue,
sendo verificado a existéncia de um unico gene principal (“major gene”) responsavel
pela resisténcia a ferrugem marrom, sua indicagao que este possui grande potencial
de melhorar a resisténcia a ferrugem marrom em diversas regides geograficas.

No programa de melhoramento de cana-de-agucar da China (Yunnan Key of
Sugarcane Genetic Improvement- YSRI) foram avaliados 62 clones provenientes do
cruzamento entre S. officinarum L. cv. Ludashi (resistente a ferrugem) e Erianthus
rockii Yunnan 95-19 (altamente resistente a ferrugem). A espécie Erianthus rockii é
frequentemente utilizada na China em cruzamentos com S. officinarum, com o
objetivo de aumentar a restrita base genética da cana-de-agucar. Foi encontrada
uma alta porcentagem (40,3%) de clones resistentes a ferrugem marrom. Este
resultado € considerado promissor para incorporacdo de novos genes para
resisténcia a ferrugem-marrom, porém é necessario realizar novos trabalhos com o
objetivo de estudar a herdabilidade da resisténcia a ferrugem-marrom na China
(WANG et al., 2013).

A durabilidade da resisténcia a ferrugem marrom é considerada finita devido a
variabilidade do patégeno, bem como a habilidade de P. melanocephala se adaptar,
superando a resisténcia da planta. Na Florida, por exemplo, as cultivares CP 78-
1247 (RAID et al, 1989), CL 73-239 e CP 74-2005 (SHINE et al.,, 2005),
classificadas como resistentes, passaram a ser suscetiveis, caso semelhante
aconteceu em Louisiana com a cultivar LCP 85-384, que ocupava 90% da area
plantada (GLYNN et. al., 2013). Esse fenbmeno pode ser explicado pelo ciclo de
‘boom-and-bust” proposto por PRIESTLY (1978), que ocorre quando uma
determinada cultivar resistente € largamente utilizada em campo, criando uma
pressado de selegcido pelo patdgeno levando ao aparecimento de uma nova raga do

fungo e que, por consequéncia quebra a resisténcia da cultivar.
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2.3.1 O uso de marcadores moleculares no melhoramento de cana-de-agucar

No melhoramento genético de cana-de-agucar, para obter ganhos genéticos
eficientes, € extremamente importante que se tenha um conhecimento detalhado da
constituicdo genética da planta. A introdugédo de técnicas de genética molecular na
década de 80, bem como o seu progresso ao longo dos anos, tém possibilitado ao
desenvolvimento de métodos para caracterizar geneticamente individuos e
populac¢des (BERED et al., 1997).

E sabido que o desenvolvimento de uma nova cultivar comercial € um
processo que exige tempo. A unido entre as praticas convencionais atrelada com as
técnicas de marcadores moleculares € uma alternativa para acelerar os progressos
genéticos (BOREM & MIRANDA, 2005).

Os marcadores moleculares sao sequencias de DNA, utilizados para
identificar alelos cuja expressdo seja de dificil identificacdo, bem como revelar
polimorfismo entre individuos. Para que a utilizacdo de marcadores seja eficiente, é
necessario que o mesmo seja herdavel (h = 1,0), de facil avaliagédo, ou seja, que o
genodtipo possa ser facilmente identificado através do seu fendtipo e, por fim, é
necessario que o marcador esteja intimamente ligado ao alelo de interesse
(RAMALHO et al., 2008).

As aplicagdes dos marcadores moleculares nos programas de melhoramento
de cana-de-agucar sdo inumeras, como por exemplo: 1) selecionar genitores com
capacidade especifica e geral de recombinacédo, a fim de explorar a heterose,
direcionando os cruzamentos para o desenvolvimento de populagcdes superiores; 2)
identificar genes de interesse agrondmico, direcionando a selecdo de individuos com
base no seu gendtipo, 3) estudo de divergéncia genética, utilizados para
identificacdo de cultivares e teste de paternidade (BERED et al., 1997; CRESTE et
al., 2008; RAMALHO et al., 2008).
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2.3.2 Marcadores moleculares associados a resisténcia a ferrugem-marrom

Até o presente momento, foram identificados dois genes “maiores” que
conferem resisténcia a ferrugem marrom, sendo: Bru1l (DAUGROIS et al., 1996;
ASNAGHI et al., 2001) identificado em progénies de autofecundacédo da cultivar
moderna R570, e Bru2 localizado a partir da construgdo de um mapa genético
obtido através do cruzamento bi-parental entre a cultivar moderna R570, e um antigo
clone australiano, MQ76-53. Esse gene Bru2 ¢ responsavel por controlar a
esporulagéo do fungo na folha (RABOIN et al., 2006).

COSTET et al. (2012) analisaram 380 cultivares e acessos utilizados por 30
diferentes programas de melhoramento ao redor do mundo, utilizando-se 22
marcadores ligados ao gene Brul: 12 RFLPs, 6 AFLPs, 2 PCRs e 1 CAPS
desenvolvidos em trabalhos anteriores (ASNAGHI et al., 2001; HOARAU et al.,
2001, LE CUNFF et al., 2008; GARSMEUR et al., 2011). Foram encontrados dois
marcadores, R12H16-PCR e 9020-F4-Rsal, que estdo ligados ao gene Bru1l no
mapa geneético da cultivar R570, e mostraram-se fortemente associados a
resisténcia a ferrugem-marrom, visto que os marcadores foram totalmente ausentes
em acessos suscetiveis.

GLYNN et al., (2013) utilizaram os marcadores que flanqueiam o gene Bru1
para determinar a frequéncia do mesmo em clones empregados em cruzamentos
pelo programa de melhoramento genético da Flérida, Canal Point (CP). Os
marcadores foram positivos em 285 dos 1.072 clones (27%), os quais representam a
base genética das cultivares desenvolvidas na Florida. Dos clones classificados
como resistentes a ferrugem marrom, 59% possuem o gene Bru1, enquanto que
nenhum dos clones classificados como suscetiveis contem o gene. Além disso,
foram genotipados 603 clones, os quais foram separados de acordo com a década
de seu langamento. Neste estudo foi observado o crescimento da frequéncia do
Bru1 ao longo dos anos, que coincide com a introdugdo da ferrugem-marrom na
Flérida (1979). Os resultados apresentados mostram que o gene Bru1 é a principal
fonte de resisténcia a ferrugem-marrom na Flérida.

Em Tucuman, Argentina, a frequéncia do gene Bru1 foi baixa. Dos 129
gendtipos avaliados, 49 foram classificados como resistentes, e apenas 8 (16,3%)
possuem o gene. A baixa frequéncia do gene indica que provavelmente existe outra

fonte de resisténcia a ferrugem-marrom no banco de germoplasma de Tucuman, a
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qual pode ser importante para ampliar a estreita base genética da resisténcia a
ferrugem-marrom (RACEDO et al., 2013).

PARCO et al.,, (2014) determinaram a frequéncia do gene Bru1 em 506
clones, dentre os materiais estdo inclusos: cultivares, clones elites, clones de
primeira geragdo e acessos de germoplasma exotico/selvagem utilizados pelo
programa de melhoramento de Louisiana-USA. A maior frequéncia do gene Bru1
(28,7%) foi observada no grupo de acessos de germoplasma. Em cultivares e clones
elites apenas 4,3% dos genodtipos possuem o gene. Além disso, alguns gendtipos
apresentaram variagdo no tamanho das bandas geradas através dos produtos de
amplificagdo dos primers R12H16 e 9020-F4, sugerindo uma possivel variagéo

alélica em torno do gene Bru1.
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3.1 Cultivares, clones e acessos exoéticos de cana-de-agucar
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Um total de 386 gendtipos de cana-de-agucar pertencente a cultivares

comerciais, clones elites, acessos exoticos e acessos de natureza hibrida,

classificados como Saccharum hybrid foram investigados quanto a presenca do

gene Bru1. Do grupo formado pelas cultivares e clones, 51 foram provenientes do
Centro de Tecnologia Canavieira (siglas CTC e SP), 30 da Ridesa (sigla RB), 21 do

Instituto Agronémico de Campinas (sigla IAC) e 15 clones elites também do

Programa Cana-IAC (Tabela 1).

Para os acessos exoéticos foram avaliados 269 acessos classificados

conforme a respectiva espécie em: S. spontaneum, S. officinarum, S. robustum, S.

barberi, S. sinense, além de acessos de género Erianthus (Erianthus arundinaceum)
e os de natureza hibrida (S. hybrid) (Tabela 2).

Tabela 1. Cultivares de cana-de-agucar avaliadas quanto a presenga do gene Bru1.

Cultivares de cana-de-aguicar

CTC1
CTC2
CTC3
CTC4
CTC5
CTC6
CTC7
CTC8
CTC9
CTC10
CTC11
CTC12
CTC13
CTC14

CTC22
CTC23
CTC24
CTC25
CTC9002
CTC9003
SP77-5181
SP80-185
SP80-1520
SP80-1816
SP80-1836
SP80-1842
SP80-3480
SP81-1763

SP85-3877
SP86-155
SP86-42
SP87-344
SP87-365
SP87-396
SP89-1115
SP90-1638
SP90-3414
SP91-1049
SP81-3250
RB813804
RB825336
RB835054

RB855035
RB855113
RB855463
RB855511
RB855036
RB855546
RB855563
RB855536
RB867515
RB865230
RB925268
RB925211
RB925345
RB92579

RB965917
IAC82-3092
IAC82-2045
IAC86-2210
IAC86-2480
IAC87-3396
IAC91-1099

*JACSP91-4168
IAC91-5155
IAC91-2218
IAC91-2195

IACSP93-2060
IACSP93-6006
IACSP93-3046

IACSP95-5094
IACSP95-5000
*IACSP96-3076
IACSP96-2042
IACSP96-3060
IACSP97-4039
*IACSP97-6615
*JACSP97-3331
*JACSP97-6610
*JACSP98-2072
*JACSP98-3099
*JACSP98-5010
*IACSP99-3009
*JACSP99-3013
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Cultivares de cana-de-agucar

CTC15 SP83-5073
CTC17 SP84-1431

CTC18 SP84-2025
CTC19 SP84-5560
CTC20 SP85-5077
CTC21 SP854-1201

RB845257
RB842021
RB845197
RB845210
RB855156
RB855453

RB928064
RB931530
RB935744
RB931011
RB93509
RB966928

IACSP94-2094
IACSP94-4004
IACSP94-2101
*IACSP95-3018
*IACSP95-6114
IACSP95-3028

*IACSP99-3039
*IACSP99-3090
*IACSP04-065

*clones elites do programa IAC.

Tabela 2. Acessos de cana-de-agucar utilizados nesse estudo e suas respectivas

espécies

Genoétipo Espécie Genétipo Espécie
BADILA S. officinarum 1J76-361 S. officinarum
BADILA AJAX S. officinarum 1J76-418 Red S. officinarum
BADILA DE JAVA S. officinarum 1J76-442 S. officinarum
BLACK BORNEO S. officinarum 1J76-470 S. officinarum
BOURBON SUR S. officinarum 1J76-480 S. officinarum
BRAVA DE PERICO S. officinarum 1J76560 S. officinarum
CAIANA FITA S. officinarum 1J76566 S. officinarum
CAIANA LISTRADA S. officinarum IN 84 126 S. officinarum
CAIANA MANTEIGA S. officinarum IN 84105 S. officinarum
CAIANA RISCADA S. officinarum IS 76- 155 S. officinarum
CAIANA ROXA S. officinarum IS 76-116 S. officinarum
CAIANA VERDADEIRA S. officinarum KHAJURIA S. officinarum
CANA ALHO S. officinarum L. STRIPES S. officinarum
CANA BLANCA S. officinarum LAM 76- 427 S. officinarum
CAYANA S. officinarum MUNTOK JAVA S. officinarum
CB 47 355 S. officinarum MZ 151 S. officinarum
CERAM RED S. officinarum NB 2121 S. officinarum
CINCA 77-318 S. officinarum NG 57- 221 S. officinarum
CREOULA S. officinarum NG 57-213 S. officinarum
CRIOLA RAIADA S. officinarum NG 77-18 S. officinarum
FIJI 19 S. officinarum NG 77-92 S. officinarum
FlJI 62 S. officinarum NG271124 S. officinarum
FLOR DE CUBA S. officinarum PANAMA S. officinarum
GREEN GERMAN S. officinarum PITU S. officinarum
IJ 6325 S. officinarum RP8 S. officinarum
IJ 76-313 S. officinarum S. MANILA S. officinarum
IJ 76317 S. officinarum S. OFF. 8272 S. officinarum
IJ 76-478 S. officinarum SABURA S. officinarum
1J76-315 S. officinarum SAC. OFF. S. officinarum
1J76-319 S. officinarum SAC. OFF. 8284 S. officinarum
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Genotipo Espécie Genétipo Espécie
TAINAN 2N=96 S. officinarum IN84-042-37 S. spontaneum
WHITE TRANSPARENT S. officinarum IN84-088 S. spontaneum
ZOPILOTA S. officinarum IN84-091-8 S. spontaneum
B68-264 S. spontaneum IN8488 S. spontaneum
B68-269 S. spontaneum IND 81-101 S. spontaneum
B73-348 (14/20) S. spontaneum IND 81-170 S. spontaneum
BROWN-33 S. spontaneum IND81-09 S. spontaneum
CANE6044-17 S. spontaneum IND81-38-19 S. spontaneum
CANE6044-18 S. spontaneum IND81-82-35 S. spontaneum
COIMBATORE S. spontaneum IND82-257 S. spontaneum
DACCA S. spontaneum IND82-318-4 S. spontaneum
DJANTOER I S. spontaneum IS 76-125 S. spontaneum
FORMOSA S. spontaneum IS 76-173 S. spontaneum
FORMOSA 4-29 S. spontaneum IS 76-186 S. spontaneum
FORMOSA NO 4 S. spontaneum IS 76-192 S. spontaneum
GEHRA-BOM S. spontaneum IS 76-196 S. spontaneum
GLAGAH KLOET S. spontaneum IS76-171-5 S. spontaneum
GUGU S. spontaneum IS76-177 S. spontaneum
HOLES 1 S. spontaneum 1S76-201 S. spontaneum
1J385 (22/8) S. spontaneum ISIOLO S. spontaneum
1J76-111 S. spontaneum KAWANDA S. spontaneum
1J76-386 S. spontaneum KLOET S. spontaneum
IK 76-006 S. spontaneum KRAKATAU S. spontaneum
IK 76-049 S. sponteneum LONGCHUAN (YUNAN) S. spontaneum
IK 76-067 S. spontaneum M. MOENTAI S. spontaneum
IK76-66 S. spontaneum MOL4503 S. spontaneum
IM 76-234 S. spontaneum NG 77-176 S. spontaneum
IN 76-086 S. spontaneum NG21-035 (3/22) S. spontaneum
IN 84-009 S. spontaneum PAL 84-01 S. spontaneum
IN 84-011 S. spontaneum PBG84-12-16 S. spontaneum
IN 84-021 S. spontaneum PBG84-5-23 S. spontaneum
IN 84-022 S. spontaneum PBG84-5-25 S. spontaneum
IN 84-089 S. spontaneum PCA SUR 84-13 S. spontaneum
IN 8482 S. spontaneum PCANOR84-02 S. spontaneum
IN 8485 S. spontaneum PCA-NOR84-1-27 S. spontaneum
IN81-014 S. spontaneum PCANOR84-3-6 S. spontaneum
IN84-016-34 S. spontaneum PCASUR 84-01 S. spontaneum
IN84-022-7 S. spontaneum PCASUR 84-03 S. spontaneum
IN84-033-36 S. spontaneum PCASUR 84-13 S. spontaneum
IN84-042-21 S. spontaneum PCASUR 84-08 S. spontaneum
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Genotipo Espécie Genotipo Espécie
PCAV 84-13 S. spontaneum SES 260 S. spontaneum
PCAV 84-20 S. spontaneum SES 264-20 S. sapontaneum

PCAV84-18-11 S. spontaneum SES 277-10 S. spontaneum
PCAV84-18-12 S. spontaneum SES 277-3 S. spontaneum
PCAV84-6-30 S. spontaneum SES 288 S. spontaneum
PCAV84-6-9 S. spontaneum SES 295 S. spontaneum
Philippine Wild S. spontaneum SES 297 A S. spontaneum
PIN S. spontaneum SES 3082 S. spontaneum

PIN 84-001 S. sponteneum SES 323 S. spontaneum
POSNL/E\ET\JIIED\IQVIQLD S. spontaneum SES 35-377 S. spontaneum
PPGN 84-08 S. spontaneum SES 35-379 S. spontaneum
PPGN84-2-26 S. spontaneum SES 365 S. spontaneum
PPGN84-8-13 S. spontaneum SES 367 S. spontaneum
PPGNg4-8-14 S. spontaneum SES 519 S. spontaneum

PQ 84-09 S. spontaneum SES 602 S. spontaneum

PQ84-04 S. spontaneum SES073-38 S. spontaneum
P-SOR 84-13 S. spontaneum SES205 A S. spontaneum
PURPLE-32 S. spontaneum SES84-58-24 S. spontaneum

S 66-084 S. spontaneum SH 301 S. spontaneum

S 66-097 S. spontaneum SLC 92-32 S. spontaneum

S 66-105 S. spontaneum SLC 92-62 S. spontaneum
S SPONT#15 S. spontaneum SLC 92-77 S. spontaneum
S SPONT#37 S. spontaneum SLC 92-82 S. spontaneum

S. SPONT #28 S. spontaneum SLC 92-85 S. spontaneum

SES 033 S. spontaneum SLC 92-94 SS. Spontaneum
SES 073-22 S. spontaneum SLC 92-98 S. spontaneum
SES 084/58 S. spontaneum SM 7916 S. spontaneum

SES 088C S. spontaneum SM8116 S. spontaneum

SES 090 S. spontaneum SPONTANEUM (45/93) S. spontaneum

SES 092 S. spontaneum TAIWAN 11-40 S. spontaneum

SES 103 S. spontaneum TAIWAN SPONT 072 S. spontaneum
SES 113 A S. spontaneum THA 83-171 S. spontaneum
SES 184 A S. spontaneum THA82-060 S. spontaneum
SES 184 B S. spontaneum TONGZA S. spontaneum

SES 196 S. spontaneum UM69-015 S. sponteneum
SES 197 A S. spontaneum UNK 39-71 S. spontaneum

SES 208 S. spontaneum UNK45-111 S. spontaneum

SES 208-1 S. spontaneum US 4633 S. spontaneum

SES 234 S. spontaneum US 56-016-01 S. spontaneum

SES 234-2 S. spontaneum US 78-518 S. spontaneum
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Genotipo Espécie Genétipo Espécie
US 78-519 S. spontaneum US-851008 S. hibryd
US 78-523 S. spontaneum YASAWA S. hybrid
US46-25-15 S. spontaneum ZEUS S. hybrid
US4633 S. spontaneum 75//09 Erianthus arundinaceum
us71-0017 S. spontaneum F1JI10 Erianthus arundinaceum
US72-1319 S. spontaneum IJ 76-358 Erianthus arundinaceum
US76-121-28 S. spontaneum IJ 76-358 Erianthus arundinaceum
US78-519-39 S. spontaneum 1J 76-389 Erianthus arundinaceum
YACHENG #12 S.spontaneum IJ 76-410 Erianthus arundinaceum
AJAX S. hybrid 1J76359 Erianthus arundinaceum
D 152 S. hybrid 1J76-364 Erianthus arundinaceum
DEMOS S. hybrid 1J76-381 Erianthus arundinaceum
ENDOR S. hybrid 57NG2 S. robustum
FIJI59 S. hybrid IJ 76293 S. robustum
FIJI15 S. hybrid IM76229 S. robustum
Hj5741 S. hybrid IM76-232 S. robustum
HQ 469 S. hybrid MUNDAU S. robustum
IA 3135 S. hybrid US 57 14105 S. robustum
MALI S. hybrid CHIN S. barberi
MANA I S. hybrid CHUNNEE S. barberi
NG 5750 S. hybrid GANDA CHENI S. barberi
P 57-150-4 S. hybrid MATNA SHAHJ S. barberi
RAGNAR S. hybrid MANEIRA S. sinensi
SM 81-36 S. hybrid UBA DEL NATAL S. sinense
US 74-069 S. hybrid

3.2 Extracao, quantificagao e integridade do DNA

A extracdo do DNA foi feita de acordo com o protocolo de AI-JANABI et al.,
(1999) a partir de tecido foliar.

O DNA extraido foi

quantificado por espectrofotometria utilizando o

equipamento NanoDrop ND- 2000c (Thermo Scientific) e 1 yL de cada amostra. A

relacdo entre as absorbancias 260/280 nm foi utilizada para estimar a contaminagao

por proteinas, e as absorbancias 230/260 nm para verificar possivel contaminagao

por sais ou compostos fendlicos. Foram considerados de boa qualidade os DNAs

cuja relagao 230/260 nm e 260/280 nm estivessem entre 1,8 e 2,0. Além disso, para

comprovar a integridade do DNA, o mesmo foi submetido a eletroforese em gel de

agarose 0,8%.
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3.3 Amplificagdo com os pares de primers R12H16 e 9020-F4

Para a obtencdo dos fragmentos especificos (marcadores) de 570 pares de

bases (pb) e de 200 pb indicadores da presenca do gene Bru1, foram utilizados

respectivamente 0s pares de primers R12H16 Fw:
CTACGATGAAACTACACCCTTGTC e Rv: CTTATGTTAGCGTGACCTATGGTC e
9020-F4 Fw: TACATAATTTTAGTGGCACTCAGC e Rv:

ACCATAATTCAATTCTGCAGGTAC descritos por COSTET et al. (2012).

O protocolo para a reacédo de PCR foi o0 mesmo descrito por COSTET et al.,
(2012), com algumas modificagbes efetuadas na concentragcdo de MgCl, e dos
primers forward (Fw) e reverse (Rv). Desta forma, as reagcbes de amplificagcao
utilizando o par de primer R12H16 e 9020-F4 foram conduzidas em um volume final
de 25pL e 50pL respectivamente, contendo 50 ng de DNA genémico, buffer 10x, 2,5
mM de dNTPs, 0,4 mM de MgCl, 0,4 pM do primer forward e 0,4 uM do primer
reverse, 0,5 u de DNA polimerase.

Para o par de primer 9020-F4, apés a PCR foi feita a digestdo do produto
amplificado utilizando 15uL do mesmo, 5 U/uL da enzima Rsal, Buffer 1x, 50 nM
acetato de potassio, 20 nM Tris-acetato, 10 mM acetato de magnésio e 100 pL/mL
BSA, pH 7.9, completando-se com agua até o volume de 25uL. Os produtos da
reagao foram incubados em termociclador a 37° C por 2 horas para a produgao de
um fragmento especifico de 200 pb.

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

final a 72°C por 8 minutos em termociclador My termoclycler (BioRad).

3.4 Visualizacao dos fragmentos de 570pb e 200pb

Aos produtos da amplificagao pelo par de primers R12H16 e da digestéo do
produto da amplificagcdo gerado pelo par de primer 9020-F4 foram adicionados cerca
de 5 yL de azul de bromofenol. Os produtos destas reagdes foram submetidos
separadamente a eletroforese em gel de agarose a 2%, para o par de primer
R12H16, e a 3%, para o par de primers 9020-F4 Rsal, corado com brometo de
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etideo e utilizando como marcador de peso molecular o ladder de 50pb. Os
marcadores foram visualizados em transluminador UV (Apha Inooteck).

A cultivar R570 foi utilizada em todas as reagdes de amplificagdo como
padrao positivo, visto que, a mesma possui 0 gene Brul, como descrito em
literatura. (DAUGROIS et al.,1996; ASNAGHI et al., 2001; COSTET et. al., 2012).

3.5 Agrupamento de cultivares e clones IAC quanto a suscetibilidade a

Puccinia melanocephala

A associagdo da presengca do gene Bru1l com a resisténcia a ferrugem-
marrom foi feita com base em informacgdes bibliograficas (DOS SANTOS 2008;
CATALAGO NACIONAL DE CULTIVARES RB DE CANA-DE-ACUCAR 2010) a
respeito da resisténcia/suscetibilidade a doenca das cultivares em estudo.

Entre as cultivares e clones IAC genotipados, foi possivel obter informagao

fenotipica de 94, as mesmas foram classificadas como resistente ou suscetivel.

3.6 Inoculagao artificial em casa de vegetagao

Foram selecionados 15 acessos exoticos de cana-de-agUcar para serem
avaliados quanto a severidade de sintomas a ferrugem marrom, por meio de
inoculagao artificial com P. melanocephala em casa de vegetagdo. Para tanto, foi
instalado um ensaio adotando-se delineamento inteiramente casualizado com dez
repeticoes.

Esses acessos foram selecionados com base na presenga ou auséncia dos
marcadores, sendo trés acessos positivos para ambos marcadores do gene Bru1 (IA
3135, UBA DEL NATAL e US 56-016-01), seis positivos apenas para o marcador
9020-F4-Rsal (IM76-232, M. MOENTAI, SH 301, SES 297 A, IN84-009, IK 76-049) e
seis negativos para a presenca de ambos marcadores do gene Bru1 (SES 196, SES
367, SES 308 A, SES 295, SES 208 e PCASUR84-13). Além disso, foram utilizadas
duas cultivares como controle de resisténcia e suscetibilidade, IACSP955000 e
IAC86-2480 respectivamente.

A inoculagdo foi conduzida com urediniésporos de P. melanocephala
previamente coletados a campo, de folhas com sintomas de ferrugem, coletados por

succao mediantes uma bomba a vacuo. Posteriormente, os esporos depositados em
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tubos coletores, foram armazenados em freezer -80°C até o momento da inoculagao.
Um dia anterior a inoculacdo, amostras de uredinidosporos foram colocados em meio
agar-agua para avaliagdo da viabilidade e porcentagem de germinagao. No dia da
inoculagao, os esporos foram submetidos a choque térmico (a 42°C por 2,5 minutos)
em estufa. Em seguida, foi preparada uma suspensao de urediniésporo com agua
destilada contendo 0,1% (vol/vol) de Tween 20 e 0,002% (vol/vol) de 1-nonanol 98%,
sendo a concentracdo ajustada para 10* esporos/mL com auxilio de hemacitdmetro
(cdmara de Neubauer). Plantas em torno de dois a trés meses de idade foram
inoculadas em ambas as superficies das folhas (abaxial e adaxial) por aspersao
utilizando “air brush”.

Apos a inoculagdo, as plantas foram mantidas por 24 horas em camara
umida, 80-90% de umidade, no escuro e com temperatura entre 20°C e 27°C (Figura

3). Para assegurar a infecgdo pelo patégeno foram realizadas duas inoculagdes,

sendo a primeira em 12 /02 /2015, e a segunda 14 dias apds a primeira.

Figura 3. Vista parcial das etapas de inoculagédo de plantas de cana-de-agucar, com
2 a 3 meses de idade, via “air brush”. A) Inoculagdo de suspensdo de
urediniésporos, (B) Plantas inoculadas (C): Plantas inoculadas e mantidas em casa
de vegetagdo em 80-90%UR, 21 a 27°C, no escuro. (Fotos: Ana Caroline Neuber)
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3.7 Avaliagao da severidade

As avaliagbes foram iniciadas a partir do 14° dia apds a primeira inoculagao,
em 26/02/15, 06/03/15 e 13/03/15, em intervalo semanal, por trés avaliadores,
utilizando a escala diagramatica proposta por AMORIM et al., (1987). Nesta escala,
as notas variam de um a trés (resistente), de quatro a seis (intermediaria) e de sete a
nove (suscetivel), atribuidas de acordo com a porcentagem de lesbes na planta

toda.

3.8 Analise de dados

3.8.1 Analise de variancia e correlagao entre marcadores e notas de severidade

a ferrugem marrom dos acessos exoéticos de cana-de-agucar

Os dados de severidade, referentes as trés avaliagbes, foram transformados

para (x+0,1)"2

e utilizados para a analise de variancia, adotando-se o procedimento
Proc GLM e teste t, LSD Test; P<0,05, para comparag¢des de médias, utilizando o
programa SAS (SAS, 2008). Foram também obtidas as correlagdes de Pearson (r)
entre as notas médias obtidas de ferrugem e cada um dos marcadores (Bru1-PCR1

ou Bru1-PCR2).

3.8.2 Analise de agrupamento

Para verificar as relacbes entre os acessos exoéticos de cana-de-agucar
quanto a resposta a resisténcia ou suscetibilidade a ferrugem marrom foi realizada
uma analise de agrupamento adotando como variaveis as notas de severidade das
trés avaliagdes. A matriz de distancia euclidiana entre os acessos foi utilizada para a
construcdao de um dendrograma, segundo o método de agrupamento da média
aritmética nao ponderada (UPGMA-Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) pelo programa Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).
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4 Resultados

4.1 Frequéncia do gene Bru1 nas cultivares brasileiras e clones IAC

A presenca do gene Bru1 foi verificada em 77 (73%) cultivares e 12 (92%)
clones dentre os genoétipos de cana-de-agucar avaliados. Isto representa 75% (88)
de frequéncia do gene Bru1 entre os 117 gendtipos avaliados (Figura 4). Nas 36
cultivares e clones do programa de melhoramento IAC, 61% apresentaram os
marcadores indicativos da presenca do gene Bru1. Nas cultivares pertencentes a
RIDESA, 77% foram classificadas como positivas para a presenga do gene. Da
mesma forma, a frequéncia do gene Bru1 foi alta, entre as cultivares do programa de

melhoramento do CTC/SP, presente em 73%.

Frequéncia do gene Bru1 em cultivares e clones
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Figura 4. Frequéncia do gene Bru1 em cultivares e clones de cana-de-agucar
submetidos a genotipagem com marcadores moleculares que flanqueiam o gene
Bru1.

4.2 Frequéncia do gene Bru1 em acessos exoéticos de cana-de-agucar

A frequéncia do gene Bru1 foi muito baixa entre os acessos, totalizando
apenas 18% de gendtipos identificados como positivo para o Bru1. Oito acessos
representados por: ,IN 84-009%, ,SES297A", ,SH301", IM76-232", ,|J76293", ,IM76229",
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.M. MOENTAI" e , IK 76-049%, ndo apresentaram ambos os marcadores, gerados
respectivamente pelos pares de primers R12H16, marcador de 570pb, e 9024-F4,
marcador de 200 pb. Estes foram negativos para o marcador 9024-F4 e positivos
para o marcador R12H16, apos digestdo do produto da PCR com a enzima Rsal
(Figura 5). Para esses acessos, a reagdo de PCR com ambos os pares de primers
de diagnédstico do gene Bru1 foi repetida trés vezes para comprovar a sua efetiva

auséncia.

Figura 5. Gel de agarose 2 e 3%, mostrando respectivamente a amplificagdo do
produto de PCR utilizando os pares de “primers” R12H16 (A), e auséncia de
amplificagdo utilizando os pares de “primers” 9020-F4 apds digestdo com enzima
Rsal.

Analisando a frequéncia do gene Brul em cada grupo, foi observado que
apenas 12 (7,23%) dos 166 acessos de S. spontaneum, 20 (32%) dos 63 acessos
de S. officinarum, 7 (37%) dos 19 acessos de S. hybrid, apresentam o gene Bru1.

Nos grupos formados pelos acessos de S. robustum, S. barberi e S. sinense

a frequéncia de gendtipos com o Bru1 foi maior, 4 (67%) de 6 acessos e 3 (75%) de
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4 acessos e 2 (100%) de 2 acessos, respectivamente. No grupo formado pelos
acessos de Erianthus arundinaceum nenhum dos 9 gendtipos apresentaram o gene
Bru1 (Figura 6).
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Figura 6. Frequéncia do gene Brul em acessos exoticos de cana-de-agucar
genotipados com os marcadores moleculares que flanqueiam o gene Bru1.

4.3 Relagao entre a presenga dos marcadores indicativos da presen¢a do gene

Bru1, e o fenétipo de resisténcia a ferrugem marrom nas cultivares

A associagao entre o marcador de diagndstico para o gene Bru1 e o fenétipo
de resisténcia foi alta no grupo constituido pelas cultivares. Entre as cultivares
classificadas como resistente, 68 (77%) apresentam ambos o0s marcadores

indicativos da presenca do gene Bru1. (Figura 7).
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Fig. 7. Gel de agarose a 2% (A) e 3% (B) (a) Produto da PCR utilizando o par de
primers R12H16, individuos positivos para o gene Bru1 com o marcador de 570 bp
(b) Produto da PCR utilizando o par de primer 9020-F4, apds digestdo com enzima
Rsal, diagndstico positivo para as cultivares com o marcador de 200 pb.

De maneira contraria, apenas 2 (33%) das cultivares suscetiveis apresentam

0 gene Bru1(Tabela 3)

Tabela 3. Relagao entre a presenca (Bru1+) e auséncia (Bru1-) dos marcadores
indicativos do gene Bru1 e a resisténcia/suscetibilidade das cultivares brasileiras.

Fendtipo Gendtipo
Bru1+ Bru1-
(R12H16 e 9020-F4) (R12H16 e 9020-F4)
Resistente 68 20
Suscetivel 2 4
Total 70 24

4.4 Andlise da severidade de sintomas resultantes da inoculagao de Puccinia

melanocephala em acessos exéticos de cana-de-agucar

A analise de variancia para as notas de severidade de sintomas resultantes
da inoculagdo de P. melanocephala, mostraram valores de F significativo a 1% de
probabilidade para as avaliagdes (datas) e também para os acessos (Tabela 4) com

um coeficiente de variacdo do ensaio de 10,62%.
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Tabela 4 Dados relativos a analise de variancia para notas de severidade de
ferrugem marrom (Puccinia melanocephala) em acessos de cana-de-agucar.

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F Pr>F
Avaliagbes (datas) 2 0,153 0,076 11,83 <,0001
Acessos (gendtipos) 16 7,753 0,484 74,91 <,0001
CV(%) 10,62

Considerando que houve diferenga significativa entre as notas para
severidade a ferrugem marrom, procedeu-se ao teste de comparagdo de médias,

considerando a média das trés avaliagbes para os acessos avaliados (Tabela 5).

Tabela 5 Comparagoes de médias pelo Teste t (p<0,05) de gendtipos para notas
transformadas (x+0,1)"? de severidade dos sintomas causados por Puccinia
melanocephala avaliadas em casa de vegetacdo e respectivas presenca (1) e
auséncia (0) dos marcadores do gene Bru1.

Nota
Genodtipo Espécie Bru1-PCR1 Bru1-PCR2
*Média
(9020-F4-Rsal) (R12H16-PCR)
IACSP955000 Cultivar 1.02 (0,945) A 1 1
IK 76-049 S. spontaneum 1.23(0.876) B 1 0
SH301 S. spontaneum 1.25(0.872) B 1 0
SES196 S. spontaneum 1.28 (0.862) B 0 0
SES 295 S. spontaneum 1.36 (0.836) BCD 0 0
IA3135 S. spontaneum 1.53(0.831)C 1 1
SES308 A S. spontaneum 1.37 (0.828) D 0 0
SES297A S. spontaneum 1.48 (0.804) D 1 0
US 56-016-01 S. spontaneum 1.56 (0.800) D 1 1
IN 84-009 S. spontaneum 1.55 (0.798) D 1 0
SES367 S. spontaneum 1.96 (0.707) E 0 0
UBA DEL NATAL S. sinense 1.95(0.714) E 1 1
SES208 S. spontaneum 11 (0.680) E 0 0
M. MOENTAI S. spontaneum 2.10 (0.681) E 1 0
IM76-232 S. robustum 2.47 (0.631) F 1 0
PCASUR84-13 S. spontaneum 3.88(0.510) G 0 0
IAC86-2480 Cultivar 4.10 (0.494) G 0 0

*Média ndo transformada e média transformada (x+0,1)

diferem significativamente entre si (P<0,05).

De acordo com os dados demonstrados na Tabela 5, a menor nota de

severidade do sintoma causado por P. melanocephala foi obtida na cultivar

172

em parénteses; médias seguidas da mesma letra ndo
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IACSP955000 utilizada como controle de resisténcia que também diferiu
significativamente dos demais acessos avaliados. O acesso PCASUR84-13, o qual
nao possui os marcadores indicativos do gene Bru1, mostrou-se suscetivel, sendo
semelhante a IAC86-2480, usada como padrédo de suscetibilidade a ferrugem
marrom. De fato, esse acesso PCASUR84-13 foi o que mais mostrou sintomas

caracteristicos da doenca (Figura 8).

Figura 8 Vista parcial de folhas de cana-de-agucar pertencente ao acesso
PCASURB84-13 ap6s inoculagao com uredinidosporo de Puccinia melanocephala. (A)
Presenca de “flecks” ou manchas cloréticas, apds 7 dias da inoculagéo; (B)
Presenga de muitas manchas cloréticas de aspecto indefinido, na fase superior do
limbo foliar, apés 14 dias da inoculagao; (C) Presenga de pustulas, de coloragao
avermelhada, apés 21 dias da inoculagéo. (Fotos: Ana Caroline Neuber)

Os acessos IK 76-049, SH301, SES196 e SES295 nao diferiram entre si
quanto a severidade a ferrugem marrom. Da mesma forma, os acessos SES295,
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IA3135, SES 308A, SES 297S, US 56-016-01 e IN84-009, todos S. spontaneum, nao
diferiram significativamente entre si, apresentando a mesma resposta quanto a
severidade a ferrugem marrom. Os acessos UBA DEL NATAL, SES208, M.
MOENTAI e IM76-232 também nao diferiram entre si quanto a severidade a
ferrugem marrom e foram os que apresentaram notas de severidade mais proximas
ao do controle de suscetibilidade (IAC86-2480), porém, diferiram significativamente
da IAC86-2480.

Para permitir uma melhor visualizagdo da relagcdo entre os acessos exoticos
avaliados quanto a severidade a ferrugem marrom, foi feita uma analise de

agrupamento com base nas notas de severidade (Figura 9).

Avaliagao severidade ferrugem marrom
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Figura 9 Analise de agrupamento de acessos exoticos de cana-de-agucar com base
na distancia euclidiana calculada em funcdo da severidade a ferrugem marrom.
Agrupamento segundo o meétodo de agrupamento da média aritmética nao
ponderada (UPGMA).

Com base no dendrograma foi possivel observar a separagdo dos acessos
em dois grandes grupos: o grupo |, constituido pela cultivar IAC86-2480 utilizada
como controle de suscetibilidade e o acesso PCASUR84-13; e o grupo Il formado

pelos demais acessos. Ainda no grupo Il, foi possivel observar, basicamente 4 sub-
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grupos: Gll-1 (IM76-232, M. MOENTAI e SES208);Gll-2 (IA3135 e UBA DEL
NATAL); GlI-3 (SES367, IN 84-009, US 56-016-01, SES308 e SES297A)e GllI-4
(SES196, SH301, IK 76-049 e IACSP955000) cujos acessos contidos por estes sub-
grupos, em linhas gerais vao de encontro com o resultado obtido pelo teste de
comparagao de médias. Pelo dendrograma fica evidente que as duas cultivares
contrastantes quanto a severidade a ferrugem marrom estdo em posi¢cdes distantes

e opostas.

4.5 Analise de correlagao entre marcadores e resisténcia a ferrugem marrom

para os acessos exoticos de cana-de-agucar

Para verificar a eficiéncia dos pares de primers de diagndstico do gene Bru1
nos acessos exoticos de cana-de-acgucar foi realizada analise de correlagdo. Nesta
analise buscou-se verificar se a presenga dos marcadores indicativos da presenca do
gene Bru1 esta correlacionada com as repostas de severidade a ferrugem marrom
dos acessos investigados.

A correlagdo entre as classes genotipicas obtidas com os pares de primers
para diagnostico do gene Bru1l e as notas de severidade estdo apresentadas na
Tabela 6.

Tabela 6 Valores obtidos para a correlagéo ( r ) entre os marcadores de diagnostico
para presenca do gene Bru1 e as notas de severidade de ferrugem marrom.

Classes de correlagao r (p valor)

r (nota; Bru1-PCR1) -0,39 (p=0,12)
r (nota; Bru1-PCR2) -0,25 (p=0,34)
r (nota; Bru1-PCR1 e Bru1-PCR2) -0,38 (p=0,13)

Os valores de correlagao obtidos entre as notas e os gendtipos marcadores
foram no geral considerados de média baixa (0,25 a 0,50) e nao significativos aos
niveis de significancia de 5%. Entretanto, os valores negativos de correlagéo indicam
que a presenga do marcador, quer seja Bru1-PCR1 ou Bru1-PCR2, ou ambos, esta

associada a diminuicdo da severidade da doenca e, portanto em direcao a resisténcia.



32

5 Discussao

Desde o desenvolvimento dos marcadores de diagndstico para inferéncia da
presenga do gene Bru1l (COSTET et. al. 2012; RABOIN et. al. 2006) diversos
programas de melhoramento no mundo estdo avaliando a eficiéncia deste marcador
como ferramenta de diagndstico para resisténcia a ferrugem marrom em cana-de-
acgucar (PARCO et. al. 2014; GLYNN et. al. 2013; RACEDO et. al. 2013).

De acordo com os resultados apresentados, a elevada frequéncia dos
marcadores de diagnostico do gene Bru1 nas cultivares brasileiras (75%) indica que
esse gene € a principal fonte de resisténcia a ferrugem marrom nos programas de
melhoramento de cana-de-agucar no Brasil. A alta frequéncia deste gene nas
cultivares brasileiras e clones do programa IAC, pode ser atribuida a pratica pelos
programas de melhoramento da utilizagdo de cultivares promissoras e sabidamente
resistentes as principais doengcas da cana como genitores (parentais), em
cruzamentos, principalmente, a partir de 1986 quando foi feito o primeiro relato da
incidéncia da ferrugem marrom nos canaviais brasileiros, no municipio de Capivari,
Sao Paulo (COPERSUCAR, 1986) A partir dai, esta doenca ganhou importancia
direcionando os programas de melhoramento a priorizar cruzamentos entre
cultivares e ou clones resistentes.

RACEDO et al. (2013) avaliaram a frequéncia do gene Bru1 em 129 cultivares
e clones frequentemente utilizados em cruzamentos pelo programa de
melhoramento EEAOC, Tucuman- Argentina, 49 (38%) gendtipos foram classificados
como resistentes e apenas 8 (16,3%) possuem os marcadores indicativos do gene
Bru1. Além disso, todos os gendtipos classificados como suscetiveis, nao
apresentaram os marcadores. GLYNN et al. (2013) também observaram baixa
frequéncia do gene Bru1 nos clones usados em cruzamentos, 0s quais representam
a base genética das cultivares desenvolvidas na Flérida, ou seja, 285 de 1.072
(27%) clones, possuem o gene Bru1. Por outro lado, a frequéncia do gene Bru1 foi
alta em clones CP (Canal Point) e baixa em clones Louisiana (6%). Analisando a
frequéncia do gene Bru1 em clones de Lousiana, PARCO et al, (2014) também
observou baixa frequéncia deste gene, apenas 14 dos 208 (6,7%) clones avaliados
possuem os marcadores indicativos do gene Bru1.

Através das informacgdes, quanto a resposta das cultivares brasileiras e clones

IAC, a ferrugem marrom, ja disponivel da literatura, bem como das informacdes



33

genotipicas (presenga ou auséncia dos marcadores) geradas no presente trabalho, o
gene Bru1 mostrou-se fortemente associado com a resisténcia a ferrugem-marrom,
visto que 77% das cultivares que possuem o marcador de diagnéstico do gene Bru1
também foram classificadas como resistentes a ferrugem marrom.

Provavelmente, existe outra fonte de resisténcia a esta doenga entre as
cultivares brasileiras avaliadas, visto que 23% das cultivares negativas para a
presenca do gene Bru1, foram classificadas como resistentes. Descartando a
possibilidade da perda do marcador por recombinacgéo, a identificacdo de gendtipos
negativos para o gene Bru1, mas que apresentam resisténcia a ferrugem-marrom é
de grande importancia aos programas de melhoramento de cana-de-agucar, visto
que esses genodtipos provavelmente possuem fontes alternativas de resisténcias que
podem ser introduzidas e combinadas com o gene Bru1, a fim de tornar a resisténcia
ao patdégeno mais eficiente e duravel diante da natureza dindmica do mesmo.

Em relacdo aos acessos exoticos utilizados no presente trabalho, foi
observada uma baixa frequéncia do gene Bru1, apenas 18%. O maior numero de
acessos positivos para o Bru1l (32%) foi encontrado no grupo de S. officinarum.
Provavelmente, as cultivares atuais podem ter herdado este gene dessa espécie
cuja utilizagao foi intensificada durante o processo de nobilizagdo. Esse fato pode
ser reforgado pela quase total auséncia deste gene (7%) no expressivo numero de
acessos (166) de S. spontaneum investigados no presente trabalho. De forma
semelhante, PARCO et al.,, (2014) encontraram baixa frequéncia de acessos
positivos para o gene Bru1 em acessos de S. spontaneum, apenas 5 de 66 (7,6%).

No nosso estudo, 8 acessos exoticos ndo apresentaram correspondéncia
entre os dois marcadores de diagnéstico para o gene Bru1 (R12H16 e 9020-F4).
PARCO et al.,(2014), também observou auséncia de correlagcdo entre os
marcadores em 11 gendtipos, todos esses foram negativos para o marcador
R12H16, o qual apresenta 570 pb, e positivos apenas para o marcador 9020-
F4/Rsal, com 200 pb, ao contrario do que foi obtido no presente trabalho, onde os 8
acessos foram positivos apenas para o marcador R12H16. A falta de correlacao
entre os marcadores pode ser atribuida as alteracbes nos sitios da enzima de
restricdo, ou fraco desequilibrio de ligagdo entre os marcadores (PARCO et al.,
2014).

As plantas correspondentes aos acessos de S. spontaneum, inoculados

artificialmente em casa de vegetagdo com o fungo P. melanocephala, na sua maioria
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foram classificados como resistentes ou intermediarias, fato qual também pode ser
atribuido a estrutura morfolégica de suas folhas, ricas em fibras e quase ausente de
limbo foliar, regido onde o fungo penetra através de estdmatos e se multiplica
(PURDY:; 1983). A inoculagao artificial em casa de vegetacdo mostrou-se €eficiente,
os controles de resisténcia e suscetibilidade utilizados no experimento,
comportaram-se conforme o esperado.

Ainda dentro do grupo de acessos exoéticos avaliados em casa-de-vegetacéo,
foi observada baixa correlagdo entre as notas obtidas a partir das avaliagbes e o
marcador indicativo do gene Bru1. Esse resultado pode ser atribuido a presenca de
outra fonte de resisténcia ou a falha na complementariedade da sequéncia dos
primers de diagndstico no genoma desses acessos. GLYNN et al.(2013), destacam
a possibilidade do gene Bru1 ter sido herdado como outro haplétipo que néo esta
fortemente ligado aos marcadores de diagnostico utilizados no presente estudo.

E valido lembrar que os marcadores de diagnéstico para o gene Bru1 foram
desenvolvidos a partir de uma cultivar, R570, que assim como todas as cultivares de
cana-de-agucar apresentam em sua base genética maior contribuicdo do genoma de
S. officinarum, devido ao processo de nobilizagao, e baixa porcentagem do genoma
de S. spontaneum. Dessa forma, a utilizagdo desses marcadores para inferir a
presenca do gene Brul talvez ndo seja tdo eficiente em acessos exoticos de
Saccharum spontaneum. PARCO et al., (2014), observaram variagdes de padrdes
de bandas em 8 acessos, incluindo hibridos e clones exdticos, os fragmentos
amplificados pelos dois primers foram clonados e sequenciados, o resultado sugere
a existéncia de provavel variagdo alélica em torno do gene Bru1 que pode levar a
bandas (marcas) com intensidade e tamanhos diferentes.

Os resultados aqui apresentados fornecem informacgdes importantes aos
programas de melhoramento, direcionando estratégias futuras para o controle da
doenca, a fim de utilizar preferencialmente gendtipos que possuam o gene Brui,
como uma maneira de controlar a ferrugem-marrom da cana-de-agucar. Além disso,
0s genodtipos que apresentaram resisténcia a ferrugem-marrom, porém nao possuem
o0 gene Bru1, podem ser utilizados em outros estudos a fim de serem exploradas
novas fontes de resisténcia a ferrugem-marrom, associado com o desenvolvimento

de novos marcadores moleculares.
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6 Conclusoes

Diante dos resultados aqui apresentados é possivel concluir que:

O gene Bru1 é a principal fonte de resisténcia a P. melanocephala em
cultivares e clones de cana-de-agucar no Brasil, porém esta resisténcia nao é
exclusiva.

A baixa correlagdo entre os marcadores indicativos do gene Bru1 e as notas
de severidade a ferrugem-marrom, demonstraram que existe outra fonte de
resisténcia a ferrugem-marrom presente nos acessos exoticos, ou até mesmo que
esses marcadores nado sao eficientes quando utilizados em acessos exoticos de
Saccharum spontaneum.

Gendtipos caracterizados como resistentes a ferrugem-marrom, mas que nao
apresentam os marcadores indicativos do gene Bru1, podem ser utilizados na

identificacdo de gene candidatos para resisténcia a P. melanocephala.
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