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RESUMO

Barreto, F.Z.; Balsalobre, T.W.A. Chapola, R.G.; Hoffmann, H.P.; Carneiro, M.S. Validagdo de marcadores moleculares associados a resisténcia
a ferrugem marrom em cana-de-agtcar. Summa Phytopathologica, v.43, 1.1, p.36-40, 2017.

A ferrugem marrom causada pelo fungo Puccinia melanocephala é uma
importante doenca em cana-de-agucar (Saccharum spp.) e esta presente em
praticamente todas as areas de cultivo. Um gene de efeito maior, Brul, foi
descrito como fonte de resisténcia duravel da cana-de-agucar contra isolados
de P. melanocephala. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de dois
marcadores moleculares fortemente associados ao gene Brul, R12H16 e
9020-F4-Rsal, para predi¢ao da resisténcia genética a ferrugem marrom
em variedades de cana-de-actcar. Para tanto, foram utilizadas neste estudo
14 variedades RB, desenvolvidas pela RIDESA (Rede Interuniversitaria
para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético), as quais estdo entre
as 10 mais cultivadas na regido Centro-Sul do Brasil no periodo de 1974
a 2015. Para avaliacdo da doenga a campo foi conduzido um experimento
em blocos casualizados com quatro repeti¢des. A severidade da ferrugem

marrom foi quantificada de acordo com escala diagramatica que varia de 1
(mais resistente) a 9 (mais suscetivel) e os dados obtidos foram analisados
através de modelo misto linear generalizado (GLMM). Concomitantemente,
foi extraido o DNA total das 14 variedades e, em seguida, foi realizada
amplificagdo dos marcadores moleculares, que foram classificados em
haplotipos. Do total de variedades, 12 ndo mostraram sintomas da doenca
e, através da analise via GLMM, apresentaram probabilidade de 99,35%
de serem resistentes; destas, 91,66% foram haplotipo 1, ou seja, tiveram a
presencga de ambos os marcadores associados ao gene Brul. Portanto, pode-
se concluir que os marcadores moleculares R12H16 ¢ 9020-F4-Rsal foram
altamente eficientes em predizer fenotipos resistentes e que provavelmente o
gene Brul seja a principal fonte de resisténcia de cana-de-agucar a ferrugem
marrom nos campos comerciais do Brasil.
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ABSTRACT

Barreto, F.Z.; Balsalobre, T.W.A. Chapola, R.G.; Hoffmann, H.P.; Carneiro, M.S. Validation of molecular markers associated with brown rust
resistance in sugarcane. Summa Phytopathologica, v.43, n.1, p.36-40, 2017.

Brown rust caused by the fungus Puccinia melanocephala is an important
disease affecting sugarcane (Saccharum spp.) and is present in almost
all growing areas. A major effect gene, Brul, was described as a durable
resistance source in sugarcane against isolates of P. melanocephala. The aim
of this study was to evaluate the efficiency of two molecular markers strongly
associated with Brul gene, R12H16 and 9020-F4-Rsal, for prediction of
genetic resistance to brown rust in sugarcane varieties. Thus, this study
included 14 RB varieties, developed by RIDESA (Interuniversity Network
for the Development of the Sugarcane Industry), which were among the
10 most cultivated varieties in the central-south region of Brazil in the
period of 1974-2015. To evaluate the disease in the field an experiment
was conducted in randomized blocks with four replicates. The severity of

brown rust was quantified according to a diagrammatic scale ranging from 1
(most resistant) to 9 (most susceptible), and the obtained data were analyzed
by using a generalized linear mixed model (GLMM). Concomitantly, total
DNA was extracted from the 14 varieties, followed by amplification of the
molecular markers, which were classified into haplotypes. Out of the total
varieties, 12 had no symptoms of the disease and showed 99.35% probability
of being resistant according to analysis via GLMM; among them, 91.66%
were haplotype 1, i.e., had the presence of both markers associated with
Brul gene. Therefore, we can conclude that the molecular markers R12H16
and 9020-F4-Rsal were highly efficient in predicting resistant phenotypes
and that Brul gene is probably the main source of sugarcane resistance to
brown rust in commercial fields in Brazil.

Keywords: Saccharum spp., breeding, Puccinia melanocephala, Brul, disease resistance.

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) esta entre as mais importantes
espécies cultivadas, principalmente para producéo de agticar e bioetanol
(1). O Brasil ¢ atualmente o pais com a maior produgio de cana-de-
aguicar com mais de nove milhdes de hectares cultivados e produtividade
estimada em 76.909 kg ha™ na safra 2015/16 (1, 2).

A cana-de-aglicar ¢ uma graminea semi-perene com propagagao
vegetativa, sendo que os programas de melhoramento genético tém
concentrado esforgos para o desenvolvimento e langamento de novas
variedades com rendimentos que atendam as demandas atuais e as
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perspectivas do setor sucroenergético (3, 4). No entanto, o processo
de melhoramento ¢ longo e extremamente trabalhoso, pois envolve a
obtenc¢do de milhares de individuos de progénies F1 todo ano, seguido
por 12 a 15 anos de seleg@o e experimentag@o a campo (5, 6).

Além disso, a complexidade genética tem dificultado o
melhoramento desta cultura. As variedades comerciais de cana-
de-acucar foram resultados de cruzamentos interespecificos entre
Saccharum officinarum L. (2n = 80) e S. spontaneum (2n = 40-120),
seguido por varios retrocruzamentos com S. officinarum (7, 8). A
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complexidade do genoma da cana-de-agucar ¢ devido ao seu elevado
numero de cromossomos, variando de 100 a 130 (8, 9); ao tamanho
do genoma, com aproximadamente 10 Gb (10, 11, 12); e a ocorréncia
de aneuploidia, com um numero variavel de cromossomos em cada
grupo de homeologia (13). Desta forma, a obtengao de variedades com
alta performance agricola torna-se um grande desafio (14, 15, 16, 17).

Entre as doengas que causam perdas relevantes na cana-de-agucar,
a ferrugem marrom, causada pelo fungo Puccinia melanocephala H. &
P. Sydow., esta presente em quase todas as areas de cultivo (18, 19, 20).
Em variedades suscetiveis, o patdgeno prejudica a taxa fotossintética
e vias correlatas, ocasionando redugdes na altura ¢ didmetro dos
colmos e na quantidade de perfilhos, comprometendo a produgio final
de biomassa (19, 21, 22, 23). No México, nos anos de 1981 ¢ 1982,
foram registrados prejuizos de até 50% na producdo de cana-de-agtcar
devido a doenga (22). No Brasil, em 1992, estima-se que o prejuizo
na produgdo chegou a 8,74% e as perdas a US$107 milhdes devido
ao cultivo predominante de gendtipos que ndo apresentavam niveis
satisfatorios de resisténcia (24).

O método mais eficaz para controlar a ferrugem marrom € o uso
de variedades resistentes (14, 25, 26, 27, 28, 29). A base da heranca
genética de resisténcia a essa doenga tem sido amplamente estudada
e alguns autores defendem que a resisténcia ¢ controlada por um ou
poucos genes (18, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33). Um gene de
resisténcia, denominado Brul, foi o primeiro carater mendeliano
descrito para o complexo genoma da cana-de-agucar (18, 26, 30, 32).

Costet et al. (25) mostraram que nas variedades modernas de cana-
de-agucar a resisténcia a ferrugem marrom depende essencialmente do
gene Brul. Estudos gendmicos tém mostrado que Brul esta incluido
numa inser¢do de tamanho desconhecido (31, 34). Esta inser¢do
induz reduc@o de recombinagao, resultando em forte desequilibrio de
ligacao (LD) na regido Brul e um completo LD entre dois marcadores
moleculares, R12H16 e 9020-F4. Estes representam valiosos
marcadores diagndsticos para a presenca de Brul, sendo possivel,
através deles, prever o comportamento resistente em genotipos de cana-
de-agucar (25, 26, 28, 29). Além disso, a auséncia destes marcadores
em uma variedade resistente indicaria uma possivel fonte alternativa
de resisténcia (25, 26, 27, 28, 29). O objetivo deste estudo foi avaliar
a eficiéncia dos marcadores moleculares R12H16 e 9020-F4-Rsal na
predi¢do de resisténcia genética de variedades de cana-de-aglicar a
ferrugem marrom.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e avaliacdo da severidade da ferrugem
marrom
Foram utilizadas 14 variedades RB de cana-de-agucar, desenvolvidas
pela Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor
Sucroenergético (RIDESA). Essas variedades figuraram entre as 10 mais
cultivadas na regido Centro-Sul do Brasil considerando censos varietais
do periodo de 1974 a 2015 (3, 35). Os genoétipos foram avaliados em
dois ciclos de cultivo (cana planta e cana soca), em condi¢do natural
de infecgdo, no Centro de Ciéncias Agrarias (22°21°25” S, 47°23°3”
W) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). As avaliagdes
foram realizadas em fevereiro de 2014 em cana-planta e em fevereiro
de 2015 em cana-soca, periodos favoraveis para ocorréncia da ferrugem
marrom, considerando condigdes de temperatura (17°C a 30°C) e
umidade (36). As avaliagdes foram conduzidas em plantas com idade
de cinco meses, quando elas se mostram mais suscetiveis a ferrugem
marrom (37). O delineamento experimental foi em blocos casualizados
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com quatro repetigdes, sendo cada parcela experimental composta por
duas linhas de 3 m de comprimento e espagamento de 1,40 m entre as
linhas. A severidade da ferrugem marrom foi verificada visualmente
em folhas +3 de dez plantas de cada parcela, atribuindo-se notas de 1
(0% de area foliar com sintomas) a 9 (mais de 50% de area foliar com
sintomas), considerando a escala diagramatica de Amorim et al. (38).

Analises moleculares

Os primordios foliares de cada variedade foram utilizados para a
extragdo do DNA gendmico total seguindo o método CTAB descrito
por Al-Janabi et al. (39). As amostras foram quantificadas em gel de
agarose 1% através de comparagdo com concentragdes conhecidas do
DNA do fago lambda (A) e armazenadas em freezer a -20°C. Os dois
marcadores moleculares de diagnostico, R1I2H16 e 9020-F4-Rsal,
fortemente associados ao gene Brul (25), foram utilizados para avaliar
a presenga do gene. As reagdes de PCR foram realizadas seguindo o
protocolo: 20 uL de volume final contendo 50 ng de DNA, 0.4 pM
de cada primer, 0.4 mM de cada ANTP, 2.5 mM MgClz, 0.5 unidade
de Taqg DNA Polymerase (Invitrogen) com 1 X PCR buffer fornecido
junto com a enzima (40).

As reagoes foram realizadas no termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf®) seguindo o protocolo: 4 min de desnaturagdo inicial a 94°C,
seguido por 35 ciclos de 94°C por 30's, 55.5°C por45s, 72°Cpor 72 s e
extensdo final por 8 min a 72°C. O marcador R12H16 foi amplificado
com o par de primers: Fw: CTACGATGAAACTACACCCTTGTC/
Rv: CTTATGTTAGCGTGACCTA, que corresponde a um fragmento
especifico de aproximadamente 570 pb, cuja presenca esta associada
ao gene Brul. Para observar o resultado diagndstico utilizando o par
de primers 9020-F4 (Fw: TACATAATTTTAGTGGCACTCAGC/
Rv:ACCATAATTCAATTCTGCAGGTAC) ¢ necessaria digestdo
do produto de amplificacdo com enzima de restrigdo Rsal. Volume
de 15 pL do produto de PCR 9020-F4 foi digerido para visualizar
a presenca de uma banda especifica de aproximadamente 270 pb
associada ao gene Brul. Os produtos de PCR do marcador R12H16 e os
fragmentos restringidos do marcador 9020-F4-Rsal foram visualizados
apos eletroforese em gel de agarose 1,5% e 3%, respectivamente, por
colora¢do com brometo de etidio. O acesso R570 foi utilizado como
controle positivo.

Variedades que apresentaram os fragmentos dos dois marcadores
foram classificados como hapldtipo 1, e aquelas variedades que
ndo apresentaram nenhum dos dois fragmentos foram classificados
como haplotipo 4. Variedades que continham somente o fragmento
amplificado pelo marcador R12H16 foram classificados como
haplétipo 2, e aquelas variedades que apresentaram apenas o fragmento
amplificado pelo marcador 9020-F4-Rsal foram classificados como
haplotipo 3. Através de probabilidade condicional para o haplotipo 1,
utilizando um limiar de severidade a ferrugem marrom igual a 1.0, foi
verificada a eficiéncia dos marcadores em predizer o fenotipo resistente.
A analise dos resultados foi feita comparando-se as respostas dos
haplotipos dos marcadores com a avaliagdo a campo usando modelo
misto linear generalizado, conforme proposto por Balsalobre et al. (14).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da avaliagdo de severidade a ferrugem marrom, da
probabilidade de resisténcia obtida através de modelo misto linear
generalizado e dos haplotipos dos marcadores associados com a
resisténcia a doenga para as 14 variedades estudadas estdo sumarizados
na Tabela 1. Com excecdo para RB806043 ¢ RB835486, todas as
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variedades foram resistentes a ferrugem marrom nas avaliagdes a
campo. Do total de variedades resistentes, 91,66% foram haplotipo 1
para os marcadores moleculares associados com o gene de resisténcia
a ferrugem marrom.

As variedades foram classificadas em dois grupos: a) até 10%
de probabilidade de apresentar a doenga; e b) entre 90% e 100% de
probabilidade de apresentar doenga (Figura 1). Todas as variedades
resistentes foram alocadas no primeiro grupo, ou seja, apresentaram
no minimo 90% de probabilidade de serem resistentes. De fato, todas
as variedades que ndo apresentaram sintomas da doenga no campo
mostraram probabilidade de 99,35% de serem resistentes.

A grande utilidade dos marcadores moleculares associados ao gene

Brul foi demonstrado no conjunto de 14 variedades, visto que 91,66%
das variedades que possuiam os dois marcadores foram resistentes a
ferrugem marrom nas condigdes experimentais avaliadas. Em adicao,
as variedades suscetiveis RB806043 e RB835486 foram haplotipo 2 e
haplotipo 4, respectivamente.

Programas de melhoramento genético da cana-de-aguicar podem
se beneficiar da alta eficiéncia dos marcadores associados ao gene
Brul na predi¢do de fendtipos resistentes a ferrugem marrom. Em
trabalho realizado por Costet et al. (25), 85,56% dos acessos de bancos
de germoplasma de cana-de-agucar classificados como resistentes
possuiam o haplotipo 1. Glynn et al. (26) mostraram que o gene Brul
¢ a principal fonte de resisténcia a ferrugem marrom do programa

Tabela 1. Variedades de cana-de-agtcar, época de maturagdo, avaliagdo a campo da severidade a ferrugem marrom, probabilidade de resisténcia
calculada através de modelo misto linear generalizado e haplétipos dos marcadores R12H16 € 9020-F4-Rsal associados ao gene Brul.

Variedades Maturacio Avaliacio 2014 Avaliacao 2015 Probabilidade de ser resistente (%) Haplotipo
RB72454 Tardia R (1.0%) R (1.0%) 99.35 1
RB765418 Média R (1.0%) R (1.0%) 99.35 1
RB785148 Tardia R (1.0%) R (1.0%) 99.35 1
RB806043 Média S (1.22%) S (1.07%) 0.07 2
RB835054 Precoce R (1.0%) R (1.0%) 99.35 1
RB835089 Tardia R (1.0%) R (1.0%) 99.35 3
RB835486 Média S (2.6%) S (3.82%) 0.07 4
RB855156 Precoce R (1.0%) R (1.0%) 99.35 1
RB855453 Média R (1.0%) R (1.0%) 99.35 1
RB855536 Média R (1.0%) R (1.0%) 99.35 1
RB867515 Média R (1.0%) R (1.0%) 99.35 1
RB92579 Média R (1.0%) R (1.0%) 99.35 1
RB965902 Média R (1.0%) R (1.0%) 99.35 1
RB966928 Precoce R (1.0%) R (1.0%) 99.35 1

* Nota média de severidade a ferrugem marrom considerando quatro repeticdes. R: resistente (nota 1); S: suscetivel (1<notas <9).
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Figura 1. Frequéncia das 14 variedades de cana-de-agticar em duas classes de probabilidade de suscetibilidade a ferrugem marrom: até 10% e
entre 90% e 100%. Os valores de probabilidade foram obtidos através de modelo misto linear generalizado, considerando quatro repetigdes de

cada variedade e avaliagdes em dois anos agricolas, 2014 ¢ 2015.
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de melhoramento genético de Canal Point, na Florida (EUA). Estes
resultados corroboram com os obtidos neste estudo. De maneira geral,
os programas de melhoramento poderiam utilizar os marcadores
moleculares associados ao gene de resisténcia a ferrugem marrom,
Brul, para direcionar cruzamentos e para selecionar clones com a
presenca dos marcadores, dado pelo hapldtipo 1, ou descartar em
etapas futuras do processo de melhoramento clones com a auséncia
dos marcadores, dado pelo haplotipo 4. Desde de 2009 a informagdo
dos marcadores tem sido utilizada pelo programa de melhoramento
de Canal Point para direcionar estratégias de melhoramento para
resisténcia a ferrugem marrom (26, 41).

Possivelmente em decorréncia de fatores como clima e
variabilidade genética do patégeno, os programas de melhoramento
genético da cana-de-agticar da Louisiana (EUA) e de Tucuman
(Argentina) possuem predominancia de fonte alternativa de
resisténcia a ferrugem marrom, visto que em ambos 0s programas
o gene Brul tem baixa frequéncia nos acessos resistentes (26, 28,
29). Na Argentina, por exemplo, as condigdes climaticas favorecem
a ocorréncia de alto nivel de variabilidade do patégeno (42, 43)
e, consequentemente, aumenta a possibilidade de ocorréncia de
gendtipos virulentos do patégeno que podem ndo ser controlados
por Brul. No entanto, Asnaghi et al. (44), utilizando isolados de
P. melanocephala de diferentes locais (Brasil, Colombia, Estados
Unidos, Guadalupe, 1lhas Reunido e Zimbabue) na variedade R570
demonstraram que o gene Brul foi responsavel pela resisténcia a
todos os isolados.

Outro ponto importante a ser destacado ¢ a classificacdo das
variedades em resistentes e suscetiveis, visto que variedades com a
presenga de poucas pustulas (nota 2 na escala diagramatica) foram
consideradas como suscetiveis neste estudo e também por Costet
et al. (25) e Glynn et al. (26), mas como resistentes por Racedo et
al. (28) e Racedo et al. (29). Nestes dois ultimos trabalhos ocorre,
portanto, diminui¢do da associag¢@o entre haplotipo 1 e variedades
sem os sintomas da doenga, impactando negativamente sobre a taxa
de eficiéncia dos marcadores moleculares associados ao gene Brul.

Durante as avaliagdes a campo, as variedades RB835089 e
RB806043 mostraram reagdo de resisténcia e suscetibilidade,
respectivamente, a ferrugem marrom. Em adicdo, através da
avaliagdo molecular com os marcadores diagndsticos de Brul, as
variedades RB835089 e RB806043 foram haplétipo 3 e haplétipo 2,
respectivamente. Estes resultados podem indicar que uma possivel
fonte alternativa confere resisténcia a variedade RB835089 ou,
ainda, que esta variedade pode ndo ter sido suficientemente exposta
ao fungo causador da doenga nos dois anos de avaliagdo e deve ser
experimentada em outros locais. Além disso, também ¢ possivel a
ocorréncia de um evento raro de recombinagdo entre os marcadores
moleculares associados ao gene Brul tanto para RB835089 como
para RB806043. Pesquisas adicionais para determinacdo de fontes
alternativas de resisténcia a ferrugem marrom devem ser conduzidas
de forma controlada, bem como analises moleculares aprofundadas,
visto que as duas variedades tiveram detectados pelo menos um dos
dois marcadores associados ao gene Brul.

O gene Brul pode ser a principal fonte de resisténcia de variedades
de cana-de-acucar a ferrugem marrom nas condigdes brasileiras de
cultivo.

Os marcadores moleculares R12H16 e 9020-F4-Rsal séo eficientes
em detectar Brul e podem ser usados com sucesso em selegio assistida
nos programas brasileiros de melhoramento genético de cana-de-agtcar.
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