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RESUMO
A cana-de-acUcar (Saccharum spp. hibridos) contribui significativamente para a
economia agricola do pais, gerando recursos importantes com a producao de acguUcar,
alcool e outros derivados. A podriddo-do-topo causada por Fusarium sacchari é uma
doenca emergente que tem despertado atencéo nas diversas areas canavieiras onde
este fungo tem tido ocorréncia, considerando que ainda ha poucas informacdes sobre
genotipos resistentes a este patdogeno. Neste sentido, esse estudo teve como objetivo
classificar gendtipos de cana-de-aglcar quanto a resisténcia/suscetibilidade a F.
sacchari nas condi¢cdes de temperatura e umidade relativa da regido Meio-Norte do
Brasil e, posteriormente, ao longo de dois anos de cultivo sob condi¢cdes semi-
controladas, confirmar aqueles resistente e suscetiveis com base no indice de
severidade da doenca. Foi realizado inicialmente o screening de 16 gendtipos de
cana-de-acucar submetidos a inoculacdo foliar com suspensédo de conidios de F.
sacchari, visando classifica-los quanto ao nivel de resisténcia. Posteriormente, com
base em oito gendtipos contrastantes selecionados no primeiro ensaio, foi conduzido
0s ensaios com base no indice de Severidade da Doenca (ISD). Os genotipos
RB867515, RB0449, RB05876, RB021754 apresentaram menores ISD, sendo
classificados no ensaio | (inicial) como resistentes. Por outro lado, o ensaio |
demonstrou que os gendtipos RB04803, RB975952, RB036066 € RB041443 sdo mais
suscetiveis a F. sacchari, apresentando maiores ISD. Considerando que 0os ambientes
de estudo foram acometidos por altas temperaturas e baixa umidade relativa durante
o periodo dos ensaios para validar os genétipos contrastantes, ndao foi possivel

observar expressao da doenca.

Palavras-chave: Pokkah Boeng. Resisténcia horizontal. Severidade da doenca.



ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum spp. hybrids) contributes significantly to the country's
agricultural economy, generating important resources with the production of sugar,
alcohol and other derivatives. Pokkah Boeng caused by Fusarium sacchari is an
emerging disease that has attracted attention in several sugarcane areas where this
fungus has occurred, considering that there is still little information about resistant
genotypes to this pathogen. In this sense, this study aimed to classify sugarcane
genotypes in terms of resistance/susceptibility to F. sacchari under the conditions of
temperature and relative humidity in the Mid-North region of Brazil and, subsequently,
over two years of cultivation under semi-controlled conditions, confirm those resistant
and susceptible based on Disease Severity Index (DSI). Initially, the screening of 16
sugarcane genotypes submitted to foliar inoculation with suspension of F. sacchari
conidia was carried out, aiming to classify them according to their level of resistance.
Subsequently, based on eight contrasting genotypes selected in the first trial, trials
based on the DSI were conducted. Genotypes RB867515, RB0449, RB05876,
RB021754 had lower DSI, being classified in trial | (initial) as resistant. On the other
hand, trial | demonstrated that genotypes RB04803, RB975952, RB036066 and
RB041443 are more susceptible to F. sacchari, presenting higher DSI. Considering
that the study environments were affected by high temperatures and low relative
humidity during the trial period to validate the contrasting genotypes, it was not possible

to observe disease expression.

Keywords: Pokkah Boeng. Horizontal resistance. Severity of disease.



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt anas 11
2 REVISAO DE LITERATURA ...t 12
2.1 Cana-de-agucar: importancia e asSpectos geraiS ........ooccuvrviieeeeeeeniiiiiiiiieeeeenns 12
2.2 Fusarium spp. € a podridao-d0-tOPO ....cceeeeiieeieeeeeeeeeeeee e 13
2.3 Aspectos genéticos da resisténcia horizontal...........ccccooeeeeei, 15
2.4 Doencas de planta e interagdo com os fatores ambientais........................... 16
3 MATERIAL E METODOS .....oviiiiieceecteeteee et ete ettt ettt st sae st eaens 18

3.1 Ensaio | - Screening para resisténcia a Fusarium sacchari em genétipos de

(oF- L = o L= = o U o | S 19
3.2 Ensaio Il — Ensaio de validacdo dos gendtipos contrastantes...................... 20
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..., 21
4.1 Screening inicial para seleg&do de clones contrastantes ........cccccccvvveeeeennnnen. 21
4.2 Condi¢Oes ambientais e desenvolvimento da podridao-do-topo ................. 25
4.3 Ensaio Il — Ensaio de validagdo dos gendtipos contrastantes...................... 27
5 CONCLUSAOD ...ttt ettt 30

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 31



11

1 INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum spp. hibridos) € uma cultura agricola de
fundamental importancia ao desenvolvimento econémico e social do pais,
contribuindo com a producdo de acucar, alcool e outros derivados, além de gerar
emprego e renda em diversas regides produtoras (GILIO; MORAES, 2016).

As doencas de plantas se caracterizam como um dos principais fatores que
pode limitar o desenvolvimento e a produc¢éo dos diversos cultivos agricolas no mundo
(SUNDAR et al., 2015). A podriddo-do-topo ou pokkah boeng, causada por Fusarium
spp. (WANG et al., 2016) tem apresentado ocorréncias em diversas areas canavieiras
do mundo, em especial no Brasil e na india, despertando a atenc&o a possiveis danos
a cultura em médio e longo prazo (WANG et al., 2016; ZHANG; JEYAKUMAR, 2018;
COSTA et al., 2019).

Conhecida como Pokkah Boeng devido os aspectos morfologicos pelos quais
ela primeiro foi identificada e caracterizada na ilha de Java, este termo tem origem
javanesa que significa topo deformado (NORDAHLIAWATE et al.,, 2008).
Primeiramente o agente etiologico foi identificado como sendo Fusarium moniliforme
var. subglutinans (DUTTAMAJUMDAR, 2004). Ao longo dos anos varios agentes
causais foram sendo atribuidos a doenca, dentre os quais estdo F. sacchari, F.
proliferatum, F. subglutinans e F. andiyazi relatados em véarias regides produtoras do
mundo (GOVENDER et al., 2010; LIN et al.,2014). Estas espécies atualmente fazem
parte de um importante grupo chamado de Fusarium fujikuroi Species Complex
(FFSC) que abriga mais de 50 espécies filogeneticamente distintas (O’'DONNELL et
al. 2015).

A epidemiologia da doenca possui quatro fases distintas, sendo uma fase inicial
clorética seguida da fase aguda da podridéo superior e, posteriormente a fase de corte
de faca e podriddo-do-topo. Assim, 0s sintomas progridem inicialmente a partir de uma
clorose na base das folhas mais novas e posterior amarelecimento sistémico, seguido
de murcha e podridado nas fases mais avangadas. As folhas apicais também podem
apresentar enrugamento e torcdo pronunciados dependendo do grau de
suscetibilidade das variedades e condi¢des climaticas locais (WANG et al., 2017). A
medida que ocorre a deposi¢cao dos esporos nas folhas na regido do cartucho, ocorre
a germinacdo e o fungo procura zonas novas, tecidos frageis, além de invadirem os
tecidos vasculares dos colmos imaturos (VISHWAKARMA et al., 2013).
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A podridao-do-topo é capaz de causar reducdes de 21 e 28% na produtividade
e solidos soluveis totais (Brix), respectivamente (WANG et al., 2017), podendo
alcancar até 60% quando as variedades sao susceptiveis e as condi¢cdes ambientes
sdo favoraveis ao fungo (GOSWAMI et al., 2013). No Brasil, alguns estudos ja
demonstraram a ocorréncia da doenca nos Estados do Piaui, Maranhdo, Pernambuco,
Alagoas e Minas Gerais (SILVEIRA et al., 2012; CARVALHO, 2017; COSTA, 2019).
Dentre as varias espécies de Fusarium relatadas serem o agente etioldgico da
doenca, Fusarium sacchari é a espécie prevalente (VISWANATHAN et al., 2017).

Em virtude de ser considerada uma doenca emergente e, levando-se em conta
gue ela ndo se encontra totalmente disseminada e os relatos de ocorréncia ainda nao
serem oficiais, no Brasil, ainda ndo existe genotipos comerciais resistentes a podridao-
do-topo. No entanto, estratégias de melhoramento tém sido utilizadas para obtencao
de resisténcia horizontal (de carater poligénico) (NING; WANG, 2018), pois ha
dificuldades em controlar espécies de Fusarium por estratégias tradicionais, como
aplicac6es de fungicidas sintéticos (ZHANG; JEYAKUMAR, 2018).

Nesse contexto, o presente estudo objetivou realizar um screening para
resisténcia de genadtipos de cana-de-aclUcar a Fusarium sacchari e, posteriormente,
avaliar o desenvolvimento da doenca, em dois anos de cultivo, sob condicdes semi-

controladas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cana-de-acUcar: importancia e aspectos gerais

A cana-de-acucar é responsavel por grande parte da producdo mundial de
acucar e alcool, com significativa participacdo na balanca comercial do Brasil
(GARSMEUR et al., 2019). Cultivada em regides tropicais e subtropicais (HUSSAIN
et al., 2018), abrange em torno de 262 milhdes de hectares distribuidos em mais de
90 paises, com média de produtividade de 72,5 Mg hal, sendo os maiores produtores
mundiais o Brasil, india, China e Tailandia, respectivamente (FAO, 2018; SANTOS,
BOREM, CALDAS, 2015).

A producéo brasileira de agucar e alcool, na safra 2019/20, alcangou 39 milhdes
de toneladas e 27 bilhdes de litros de etanol, respectivamente. Desse montante, 55%
da producéo foi oriunda das areas de cultivo no Estado de S&o Paulo (UNICA, 2020).

No Piaui, segundo estimativas da CONAB (2020), a média de produtividade foi de
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64,63 Mg hal, em 20,1 mil hectares. Deste total, 50,2% da cana-de-acucar colhida foi
utilizada na producéo de acucar e 49,8% na producédo de etanol, correspondendo a
83,1 mil toneladas de acucar e 50,5 milhdes de litros de etanol produzidos.

A cana-de-agucar pertencente a familia Poaceae (GARSMEUR et al., 2019) e
por apresentar metabolismo fotossintético do tipo C4, lhe € conferido maior
crescimento em biomassa sob condi¢cbes tropicais (NETO; GUERRA, 2019). As
cultivares modernas de cana-de-agUcar sao atualmente hibridos derivados de
cruzamento interespecificos entre Saccharum officinarum e Saccharum spontaneum.
Como consequéncia evolutiva, seu genoma € considerado um dos mais complexos
entre as culturas de expressdo econdmica devido ao alto nivel de poliploidia e
aneuploidia com tamanho do genoma estimado em 7.440 Mb, tornando mais dificil
trabalhar, até certo ponto, com o melhoramento de algumas caracteristicas mesmo
com auxilio de biologia molecular moderna (THIRUGNANASAMBANDAM; HOANG;
HENR, 2018).

Em termos de performance, os hibridos interespecificos sdo oriundos de
sucessivos retrocruzamentos que culminaram com a contribuicdo gendmica de
aproximadamente 80% da S. officinarum, de 10% para a S. spontaneum e ainda
outros 10% como resultado da recombinagao entre os dois genomas (D’HONT et al.,
1996).

O Brasil € indiscutivelmente o principal produtor de cana-de-agucar, cultivando
uma é&rea de aproximadamente 10 milhdes de hectares, colhendo cerca de 746
milhdes de toneladas, com produtividade média de 74,37 Mg ha?! (FAO, 2018;
CRYSTIAN et al., 2018). Grande parte das variedades desenvolvidas no pais provém
da Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético
(RIDESA), onde suas variedades de Sigla RB sdo plantadas em 58,9% da é&rea
cultivada com cana no pais, e doutra parte o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC)
com uma fatia menor. Estas representam o0s dois principais centros de
desenvolvimentos de variedades de cana-de-agucar no Brasil (CRYSTIAN et al.,
2018).

2.2 Fusarium spp. e a podridao-do-topo

Fungos fitopatogénicos do género de Fusarium séo considerados como um dos

principais patdégenos das culturas agricolas, principalmente devido a ampla gama de
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hospedeiros que conseguem infectar. Pertencem a divisdo Ascomycota; classe
Sordariomycetes; Ordem Hypocreales e familia Nectriaceae (ZHANG; JEYAKUMAR,
2018). H& diversos estudos que demonstram a importancia desse fungo como agente
fitopatogénico (RANA; SAHGAL; JOHRI, 2017).

Dentro deste género, as espécies que causam a podriddo-do-topo (ou Pokkah
Boeng - na origem do termo javanés) em cana-de-acucar, foi motivo de diversos
estudos por ser considerada uma doenca emergente nas grandes regides produtoras,
e com potencial de devastagdo gigantesco a cultura em médio-longo prazo
(VISWANATHAN, 2017; VISWANATHAN, 2018; VISWANATHAN, 2020). Em termos
epidemioldgicos, os principais sintomas visuais da doenc¢a consistem em deformacdes
na parte aérea e colmo da planta, enrolamento das folhas mais novas e mudancas
morfolégicas no cartucho, porém ainda ndo ha relatos da doenca no Brasil causando
perdas significativas nas areas de cultivo (COSTA et al.,, 2019; VISWANATHAN,
2020). Ademais, os sintomas sdo de facil reconhecimento, uma vez que se nota
deformacg@es no topo e as folhas mais jovens tornam-se cloréticas. A morte celular do
hospedeiro é desencadeada em condi¢cfes severas propiciadas pela manutencéo das
condi¢cBes do ambiente (JEYAKUMAR; ZHANG, 2020).

Nos ultimos anos a podriddo-do-topo tem se espalhado e se tornado séria
ameaca as regides produtoras de cana-de-acucar e esse avango é proporcionado em
funcdo do monocultivo desta cultura por seguidos anos (PORIKA et al., 2020). A
doenca apresenta transmissdo majoritariamente pelo ar, todavia de forma secundaria
pode ser transmitida as plantas por sementes infectadas, implementos agricolas,
irrigacéo e solo. Quando as variedades de cana sao suscetiveis, as perdas associadas
a doenca podem chegar a 60% (KARUPPAIYAN et al., 2015). A doenca é causada
tanto por conidios quanto pelos ascésporos (ZHANG; JEYAKUMAR, 2018),
comumente nos periodos Umidos em que se tornam propicios ao desenvolvimento da
doenca. N&o obstante, a planta pode se recuperar e, em contrapartida, ter a
produtividade pouco afetada em alguns casos (JEYAKUMAR; ZHANG, 2020).

De forma peculiar, na literatura é citada a ocorréncia de diferentes espécies de
Fusarium relacionados a podridao-do-topo, entre elas as mais comuns sao Fusarium
sacchari, F. verticillioides e F. proliferatum, destacando o primeiro o mais prevalente
(WANG et al., 2017). Existe um complexo de Fusarium (ZHANG; JEYAKUMAR
(2018), mais precisamente denominado Fusarium fujikuroi Species Complex (FFSC)

(COSTA et al., 2019). Dentre as principais espécies relatadas na literatura, dentro do
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complexo, estdo F. sacchari e F. andiyasi, sendo a este primeiro atribuido também,
além da podriddo-do-topo, ainda murcha da cana-de-acucar (VISWANATHAN et al.,
2017) e mais recente foi feito o primeiro relato de F. sacchari relacionando a podridéao
vermelha em cana-de-agucar no Brasil, além de ter sido mencionada outras espécies
como F. madaense e F. proliferatum (COSTA et al., 2021). O complexo FFSC por sua
vez, além de algumas espécies serem agentes causadores da podriddo-do-topo,
também causam doencgas em outras gramineas (ABD MURAD et al., 2017).

A esse respeito, pode-se citar exemplos da presenca do patdbgeno em
gramineas como importantes como milho (SZECSI et al., 2013), trigo e cevada
(LOFGREN et al., 2018), sorgo e milheto (VISMER et al. 2019) o que demonstra o
grande potencial e importancia de espécies desse complexo dentro de um contexto

de seguranca alimentar.

2.3 Aspectos genéticos da resisténcia horizontal

De forma geral, e como regra, as plantas sdo imunes a vasta maioria dos
microrganismos patogénicos e susceptiveis a uma pequena parcela. Elas empregam,
entre outros, mecanismos de resisténcia nao-hospedeira (RNH) conferindo uma
defesa robusta, duradoura e de amplo espectro (SULTAN et al., 2019). Van der Plank
(1968) foi quem primeiro caracterizou esse tipo de resisténcia e a definiu como
resisténcia horizontal (RH) de acordo com a especificidade da interacdo patdgeno-
hospedeiro, caracterizando-a como de natureza mais durdvel e herdada
poligenicamente (PLANK,1968).

A resisténcia ndo-hospedeira, geral, ou ainda resisténcia horizontal (RH) é a
mais poderosa e duravel abordagem no controle de doencas de plantas devido,
principalmente, ser efetiva contra todas as racas de um patégeno e possuir carater
poligénico. Apesar de grandes avancgos cientificos na area, 0s mecanismos geneéticos
por tras desse tipo de resisténcia ainda € objeto de intensos estudos em décadas (LEE
et al., 2017). Em virtude dos beneficios desejaveis com vistas a protecdo de cultivos,
este tipo de resisténcia vem ganhando interesse particular (PINOSA et al., 2013).
Existe uma hipdtese recente da RH na qual a associa como uma multicamada de
protecdo de calose, compostos de lignina, bem como peroxido de hidrogénio
presentes na primeira camada da parede celular e um componente oxidativo que leva

a morte celular em uma segunda camada quando do ataque de patdgenos
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(ZELLERHOFF et al., 2010).

O papel de efetores moleculares em RH foram estudados em plantas, sendo
relatado que os componentes que auxiliam na resposta sdo comandados por
Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPS) que estdo intimamente
relacionadas com PRRs (Pattern-Recognition Receptors) localizadas na superficie da
célula hospedeira que, em sequéncia, ativam PTI (Pattern-Triggered Immunity)
(DALLAGNOL; FILHO, 2018; SAIJO; LOO; YASUDA, 2018; LEE et al.,, 2015;
(FRESCATADA-ROSA et al., 2015).

Estudos da interacao entre espécies de fusarios (F. solani f. sp. Pisi e F. solani
f. sp. phaseoli) e ervilha foram realizados para observar aspectos funcionais da
interacdo ndo-hospedeira em niveis citologico, bioquimico e molecular. Os autores
relatam que a camada de cuticula foi o fator que possibilitou o desenvolvimento da
doenca, além de todos os processos associados na interacdo como fitoalexinas,
genes relacionados a patogéneses (PR), enzimas secundarias, mudancas na
cromatina, bem como alteracbes de ordem citoldgicas foram observadas
(HADWIGER, 2008; ZELLERHOFF et al., 2010; ROJAS et al., 2012).

A barreira formada, principalmente, por parede celular e cuticula € a primeira
linha de defesa pré-invasiva que as plantas possuem para se proteger de infeccéo e
se mostra como um atributo de resisténcia ndo-hospedeira (RNH) (LEE et al., 2017).
Os fitopatdgenos que ndo sao especificos a um determinado hospedeiro, devido
essas barreiras pré-formadas, falham em infecta-lo (PINOSA et al., 2013).

2.4 Doencas de planta e interagcdo com os fatores ambientais

Ja é sabido pela comunidade cientifica que os diversos fatores ambientais
desempenham papel crucial na expressdo das doencas em plantas (POKHREL,
2021). Esse fato é baseado no conceito fitopatoldégico do “triangulo da doenca”™
proposto por Galimann em 1946, onde se destaca a influéncia reciproca de patégenos
e plantas com o meio ambiente. Assim, para que uma doenca se manifeste &
necessario que o hospedeiro seja suscetivel, o patégeno virulento e as condi¢cbes
ambientes favoraveis a infeccéo do patégeno (GAUMANN, 1946). Nesta inter-relagéo
o ambiente é o principal componente na distribuicdo espacial das doencas,
possibilitando impedir a doenca mesmo na presenca do hospedeiro suscetivel e
patogeno virulento (VELASQUEZ; CASTROVERDE; SY, 2018).
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Diversas variaveis ambientais estudados sob o véu da fitopatologia, como
temperatura, umidade relativa, luz, disponibilidade de agua, velocidade do vento,
radiacdo, concentracdo de CO2 e metano podem ter resultados favoraveis, neutros ou
negativos para a doenga, considerando que patdgenos e plantas apresentam suas
préprias condicdes ambientais favoraveis ao crescimento e desenvolvimento (HUA,
2013, VELASQUEZ; CASTROVERDE; SY, 2018). Dentre estas variaveis climaticas
do ambiente, a temperatura e umidade s&o mais estudados devido sua interacdo com
doencas de plantas (THO et al., 2019). Em especial, a temperatura afeta o
crescimento e desenvolvimento do fungo e se torna a variavel determinante para
favorecer a ocorréncia e desenvolvimento das doencas (COLHOUN, 1997).

Uma caracteristica importante afetada pela temperatura se relaciona aos
aspectos visuais dos sintomas onde, por exemplo, o virus do nanismo amarelo em
cevada apresenta sintomas mais precoces quando submetido a temperaturas mais
elevadas (10-21 °C) em comparacdo as temperaturas amenas (5-16 °C)
(NANCARROW, 2014). No entanto, estudo em outro local, este patégeno apresentou
sintomas em temperaturas de 16 °C, enquanto que o sintoma ficou mascarado quando
a temperatura alcancou os 32 °C (GILL; WESTDAL, 1996). Esse fator ambiental
influencia fatores importante da patogénese, uma vez que afeta germinacdo dos
esporos, taxa de producao de inoculo e crescimento das hifas (MOORE; SIX, 2015).

A umidade também desempenha importante papel na ocorréncia da doenca
e, consequentemente, expressao visual dos sintomas. Ela esta envolvida diretamente
nos fatores que desencadeiam o progresso da doenca, por alterar o processo de
infeccdo, germinacgao dos esporos e disseminacéao (LI; UDDIN; KAMINSKI, 2014). Alta
umidade (> 80%) € benéfica a infeccdo de partes aéreas de plantas para muitas
doencas (RODRIGUEZ-SALAMANCA; NAEGELE; QUESADA-OCAMPO, 2018), pois
favorece a infec¢do, sendo que na maioria das doencas fungicas a umidade foliar
(periodo de tempo em que a folha possui agua na sua superficie) se torna critica para
o surgimento da doenca. Por exemplo, a Pseudoperonospora cubensis em pepino
precisa de um periodo minimo de 4 horas para o processo de infec¢do ocorrer (SUN
et al.,, 2017). Altas umidades influencia inclusive o nivel de resisténcia, doencas
causadas por Botrytis cinerea e Penicillium expansum tiveram sua invasao em maca
prejudicada por modificar as lenticelas (COLHOUN,1962).

Um ensaio para demonstrar o efeito dessa variavel no desenvolvimento do

fungo Magnaporthe oryzae foi realizado, sendo inicialmente definida a umidade = 92%
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e temperatura 28 °C como ideais para o desenvolvimento do fungo. Quando a
umidade, utilizando-se camaras controlada, foi reduzida para 88% e o fungo incubado,
ndo houve formacdo de apressorio. A presenca de conidios s6 foi observada com
umidade relativa = 92% (LI; UDDIN; KAMINSKI, 2014). Esse fator ambiental afetou
também o crescimento micelial de Fusarium oxysporum sp. radicis-lycopersici,
mostrando que temperaturas de 20-30 °C favorecem seu crescimento (HIBAR et al.,
2006).

Abordando alguns aspectos de condi¢cdes ambientais favoraveis as espécies
de Fusarium, alguns estudos demonstram que temperaturas entre 20-30 °C e umidade
relativas entre 75-85% séo condicfes 6timas ao desenvolvimento dos fungos destas
espécies (ANURADHA et al., 2018). Outro estudo avaliando o crescimento de estirpes
de Fusarium em meio de cultura sob diferentes temperaturas, verificou-se que o
crescimento severo foi observado com temperaturas de 20 a 32 °C e umidades
relativas de 70 a 80% (KUMAR et al., 2011). Ranjan et al. (2018) relatam que
temperaturas amenas associadas a umidades relativas do ar e pluviosidade elevada
sdo condig¢des “sine qua non” que favorecem o desenvolvimento da podridao-do-topo
(RANJAN et al., 2018).

3 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois ensaios experimentais em condicdes semi-
controladas de uma estufa agricola do Programa de Melhoramento Genético da Cana-
de-Acucar (PMGCA) da Universidade Federal do Piaui, em Teresina-Pl, Brasil. A
altitude local é de 72 m, apresentando latitude de 5°02'34” S de latitude e longitude de
42°47°01” O.

O primeiro ensaio foi conduzido no periodo de 06 de junho a 17 de outubro de
2020, visando o screening para resisténcia a F. sacchari de genoétipos de cana-de-
acucar. O segundo ensaio foi implantado no periodo de outono-inverno (01 de maio a
19 de agosto de 2021) com base na triagem resultante do ensaio inicial, definindo-se
0S genotipos contrastantes para resisténcia e suscetibilidade a F. sacchari, agente
etiolégico da podriddo-do-topo em cana-de-agucar.

Os registros das médias de temperatura (maxima, média e minima) e de
umidade relativa do ar foram realizados diariamente, durante o periodo dos ensaios,

com base nas leituras registradas por um termo-higrémetro instalado dentro da estufa



19

agricola.

3.1 Ensaio | - Screening para resisténcia a Fusarium sacchari em gendétipos de
cana-de-acucar

Foi realizado um screening em 16 genotipos de cana-de-agucar (Tabela 1)
visando a identificar genotipos resistentes e suscetiveis a podriddo-do-topo causada
por F. sacchari. O experimento foi conduzido no delineamento de blocos casualizados
com 32 tratamentos e quatro repeticdes, sendo os tratamentos representados pelos
genotipos de cana-de-aglcar submetidos a inoculagcdo foliar com suspensdo de
conidios de F. sacchari, e as plantas testemunhas dos respectivos genétipos

receberam, na regido meristematica, apenas agua esterilizada.

Tabela 1. Relacdo dos gendtipos de cana-de-agucar, e respectivas codificacdes,
utilizados no screening para resisténcia a podridao-do-topo causada por F. sacchari

Caodigo Genotipo Caddigo Genatipo
GO01 RB04803 GO09 RB05876
G02 RB015935 G10 RB863129
GO03 RB867515 G11 RB021754
G04 RB0449 G12 RB041443
GO05 RB975952 G13 RB0442
GO06 RB05642 G14 RB036066
GO07 SP933094 G15 RB977540
GO08 RB027040 G16 RB92579

Previamente a implantacdo do ensaio, amostras de solo foram coletadas na
area do PMGCA/UFPI e encaminhadas para as analises quimicas visando verificar a
fertilidade e a necessidade de corregéo, obtendo os seguintes parametros: pH (H20):
5,88; P: 0,59 mg dm3; Ca: 1,33 cmolc dm3; Mg: 0,78 cmolc dm3; K: 0,03 cmolc dm3;
Al: 0,15 cmolc dm3; H + Al: 1,13 cmolc dm3; soma de bases: 2,14 cmolc dm3; CTC:
3,17 cmolc dm3; saturacéo por base: 67,55%.

O ensaio foi implantado em vasos de polietileno com capacidade de 3,5 L,
contendo rebolos, de aproximadamente 6 cm de comprimento, com 1 (uma) gema
viavel. Os rebolos foram tratados com Trifloxistrobina® a 10% da formulacéo comercial

e, em seguida, semeados a 2 cm de profundidade de forma a deixar apenas um rebolo
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por vaso. A adubacéo de base foi realizada com 150 mg dm-3 de nitrogénio (N), fésforo
(P) e potassio (K), utilizando-se como fonte o sulfato de amoénio, superfosfato simples
e cloreto de potassio, respectivamente.

Para o preparo da suspensao de esporos, o fungo foi cultivado em meio de
cultura do tipo Batata-Dextrose-Agar (B.D.A) e incubado em B.O.D com fotoperiodo
de 12 h e temperatura de 25 + 2 °C por 7 dias. Aos 90 dias apoés o plantio, a excecao
das testemunhas representando cada um dos gendtipos inoculados apenas com agua
estéril, as plantas foram inoculadas com suspensdo de esporos de F. sacchari na
concentragdo de 1,0 x 10° na altura do cartucho, com o auxilio de uma seringa estéril
de insulina 1mL (100Ul) com agulha fixa do tipo 8, adaptado conforme protocolo de
Wang et al. (2017). As plantas testemunhas receberam apenas agua estéril. Em cada
planta foi aplicado 100 pL de suspensdo. O isolado COUFPI 65, previamente
identificado por Carvalho et al. (2017), utilizado neste ensaio encontra-se preservado
na Colecdo de Fungos Fitopatogénicos do Laboratério de Fitopatologia do
Departamento de Fitotecnia/CCA-UFPI.

A avaliacdo foi realizada aos 30 dias ap6s a inoculacdo, utilizando-se uma
escala diagramatica para classificacdo dos gendétipos quanto a resisténcia e
suscetibilidade descrita por WANG et al. (2016). De acordo com estes autores, 0S
indices de severidade da doenca (ISD) varia de zero (0) a cinco (5), sendo
estabelecido as referidas notas da seguinte forma: nota O - Altamente resistente (AR),
como sendo definido os com ISD < 1,0; nota 1 - Resistente (R), com ISD de 1,1 a 5,0;
nota 2 - moderadamente resistente (MR), com ISD de 5,1 a 10,0; nota 3 -
moderadamente susceptivel (MS), com ISD entre 10,1 a 15,0; nota 4- suscetivel (S)
com ISD entre 15,1 e 20,0; e nota 5 - altamente suscetivel (AS), considerando ISD =
20,1.

O ISD foi obtido conforme a férmula ISD = ) (ni x vi) / N x 100%, onde, n se
refere ao nUmero de colmos avaliados com nota, v é a nota, e N € o nimero total de
canas observadas. As avaliacOes foram efetuadas aos 14, 21 e 30 dias apoés a
inoculacdo, sendo escolhido o intervalo com melhor representatividade quanto ao

desenvolvimento da doenca.

3.2 Ensaio Il — Ensaio de validagdo dos genotipos contrastantes

Para a validacéo da sintomatologia e expresséo da doenca obtida no primeiro



21

ensaio contendo os 16 clones, oito gendtipos contrastantes escolhidos com base nos
guatro menores e quatro maiores indices de severidade da doenca (ISD), foram
submetidos a nova avalia¢éo no periodo de maio a agosto de 2021. O segundo ensaio
tinha por intuito testar se os clones expressariam a doenga com a mesma magnitude
gue as observadas no primeiro ensaio, visando validar o comportamento quanto a

suscetibilidade e resisténcia a podridao-do-topo.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Screening inicial para selecéo de clones contrastantes

Apbés o screening inicial, foi constatado que nenhum dos materiais foi
considerado suscetivel. Ambos ficaram na faixa entre resistente e altamente
resistente. Dentre estes, baseados no ISD, foi possivel identificar e selecionar oito
clones com niveis de resisténcia diferentes quanto a resisténcia a F. sacchari, isto €,
quatro com maiores ISD, portanto apresentando menor nivel de resisténcia (RB04803,
RB975952, RB041443, RB036066) e quatro apresentando maiores niveis de
resisténcia (RB867515, RB0449, RB05876, RB021754) com ISD zero e 0,25 para o
RB0449 (Tabela 2). O diagndstico, de acordo com a escala proposta por Wang et al.
(2016) levou-se em conta os ISD (indice de severidade da doenca) apos 30 dias de

realizada a inoculacdo na regido meristematicas das folhas dos genotipos.

Tabela 2 - Gendtipos de cana-de-acucar selecionados no primeiro experimento com

base no indice de severidade da doenca (ISD)

Gendtipo ISD Categoria Gendétipo ISD Categoria
RB04803 1,75* R RB05876 0,00 AR*
RB015935 1,75 R RB863129 0,75 AR
RB867515 0,00* AR RB021754 0,00 AR*
RB0449 0,25* AR RB041443 1,25 R**
RB975952 2,50** R RB0442 GP -
RB05642 0,67 AR RB036066 1,25 R**
SP933094 1,33 R RB977540 0,50 AR
RB027040 0,33 AR RB92579 0,33 AR

*Genotipos selecionados com maior nivel de resisténcia; ** Gendtipos selecionados com
menores niveis de resisténcia; GP (genétipo perdido).
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Os sintomas foliares da podridao-do-topo se apresentaram mais evidentes
aos 14 dias apos inoculagdo (DAI). Apdés 48h da inoculagdo, pequenos halos
necroticos foram observados no ponto de inéculo (Figura 1A-E) e sintomas iniciais
tipicos da fase clorética da doenca como, por exemplo, a base foliar central cloroética,
bem como enrolamento e enrugamento foliar foram observados. Costa et al. (2019)
relatam sintomas semelhantes observados apés realizada a inoculacdo, sendo
verificado a presenca de listas negras avermelhadas, clorose e necroses nos pontos
onde foram realizados os in6culos, bem como enrolamento e reducao da area foliar,
podriddo-do-topo e do colmo.

E possivel observar (Figura 1G-H) que os sintomas progrediram para lesdes
na forma de lentes e estrias avermelhadas na nervura central da folha. Em sintomas
mais avancados, aos 14 dias apoés a inoculacao, as folhas centrais ficaram com danos
por todo o limbo foliar, apresentando fissuras e lesées no tecido foliar. Neste ponto,
vale enfatizar os estagios anteriores as lesdes do limbo. A partir dos pontos
necrosados partem corddes de infeccdo, tanto em posicdes ascendentes quanto
descendente. Ao se dirigir as zonas de crescimento, o fungo causa danos que chegam
a morte da parte aérea. Assim, conforme pode ser observado na Figura 1H, | quando
0 avango da doenga culmina na morte da folha central de algumas plantas, conforme
ocorrido no G10.

Os sintomas observados no presente estudo sdo bastante comuns em
condig¢des propicias ao desenvolvimento do fungo (ZHANG; JEYAKUMAR, 2018), ou
seja, com temperaturas variando de 20-30 °C e umidade relativa do ar em torno de 75
a 85% (ANURADHA et al., 2018), muito embora nossas condi¢cdes de estudo esta
variavel ndo ter sido satisfeita. Isso pode explicar, em parte, a observacao de sintomas
mais agressivos em plantas isoladas.

Devemos pontuar que, embora a nebulizacdo por meio de sprinklers fosse
realizada a cada duas horas, essas condi¢cfes ndo eram mantidas de forma continua,
isso pode ser mais um fator que contribuiu de forma negativa a ndo homogeneidade
dos sintomas em todas as plantas. O ataque em partes do topo da planta é observado
primeiramente na base das folhas mais novas que se tornam clorética, ao passo que
ataques mais severos mostra o topo deformado e, inclusive, chegando até ao colmo,
assim como demonstrado (Figura 1J, L) quando as variedades sédo consideradas

suscetiveis. Enfatiza-se também que as lesées em forma de escada (Ladder-like) nas
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folhas, frequentemente com extremidades negras, rompem-se dilacerando a folha e
segue na direcdo descendente pelo cartucho, chegando até a parte terminal que

culmina com a podridao-do-topo.

Figura 1 - Estagios da podriddo-do-topo ao longo da conducéo do experimento. A-E:
sintomas iniciais para os genotipos G15, G7 e G16; base clorotica e enrugamento com
leve torcdo para G7 e G5, respectivos, F-I: morte da folha central do G10, G-H:
progressao até a dilaceragdo da lamina foliar, J: vista externa e corte transversal de
G10, L-M: knife-cut para GO3 E GO05, N-O: knife-cut com colmos retorcidos para G05,
P:corte transversal G12.
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Varios aspectos devem ser mencionados a este respeito no que concerne aos
sintomas inicias observados ao longo do experimento e a sele¢cdo quanto aos niveis
de resisténcia. Apesar de algumas categorias apresentarem mesmo ISD, o critério de
escolha, como exemplo, entre G1 e G2, foi a observacdo de algumas plantas com
sintomas mais severos e que, portanto, possuiam uma ligeira vantagem.

Na Figura 1J, os sintomas visualizados apds o corte em transversal de algumas
plantas podem ser observados. Pode ser notado intensa necrose nos vasos do xilema
e provavel morte da gema apical. A lesdo progride em direcdo descendente com
menor grau. E possivel observar também a descoloracdo avermelhada nos tecidos
internos causadas por isolados de F. proliferatum e F. subglutinans (KHANI et al.,
2013). Aléem da morte, os danos causados nos colmos e tecidos, a infeccdo
aparentemente € sistémica, similar ao presente ensaio (VISWANATHAN et al., 2017).

Algo bastante importante deve ser salientado com relacdo aos sintomas
externos, diagnose foliar, e a observancia da severidade dentro da planta. Muitas das
vezes, apesar de visualmente a planta nao exibir sintomas severos na parte externa,
0 mesmo nédo ocorre quando se faz o corte dos colmos e observa o tecido interno. O
gue torna essa escala por vezes ndo condizente com a verdadeira natureza da
resisténcia a primeira vista. Na Figura 1P é possivel observar que apesar de
aparentemente o fungo néo ter causado sintomas severos externamente, dentro do
colmo a severidade pode ser maior.

Os danos conhecidos por corte de faca (traducéo livre do inglés knife-cut)
mostram (Figura 1L-O) o potencial de perdas que podem ser atingidos, em termos
produtivos, que é provocado em casos agudos da severidade da podriddo-do-topo.
Apesar do G3 ter sido considerado altamente resistente, uma planta apresentou
sintomas considerados distintos das demais (Figura 1L). O mesmo acontece com 0
G5 na figura 3M, mais uma vez cabe salientar que esse fator extremo pode ter sido
causado por varia¢des inerentes a forma de inoculagéo.

Os sintomas de topo malformado nos colmos sdo bastante peculiares e
comuns a doenca e foi primeiro relatado por Edgerton (1955), e posteriormente por
Martin et al. (1961). Ja a lesdo conhecida como knife-cut é considera uma das mais
severas dentro das fases agudas da doenca. Ha mencdo a existéncia de quatro
diferentes fases, sendo elas: clorética, aguda, knife-cut e podridao-do-topo

(VISWANATHAN et al., 2017). O que demonstra o potencial dessa doenca quando
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em condi¢cBes propicias, embora tenham sido registrados aqui em plantas isoladas.
Govender et al. (2010) também registaram caracteristicas semelhantes no colmo
causada por uma distor¢cdo, assim como as apresentadas (Figura 1L-O) em nosso
estudo. Essa caracteristica € causada por fitorménios liberados em resposta ao
ataque do fungo, que tenta desencadear uma resposta através da liberacdo de etileno
e sobretudo auxinas, principal reguladora do crescimento e desenvolvimento das
plantas. Todavia possui também um importante papel na interagdo patégeno-planta
(DI; TAKKEN; TINTOR, 2016; ZAMIOUDIS et al., 2013). Além da inducéo a producéo
dos fitorménios mencionados em resposta ao ataque, € relatado que espécies do
complexo FFC como o F. mangiferae e F. proliferatum causa deformacdo em
mangueiras pela liberacdo de giberelinas e auxinas, em acordo, portanto, com a

exposicao supramencionada (NIEHAUS et al., 2016).

4.2 Condi¢Oes ambientais e desenvolvimento da podridado-do-topo

Sob circunstancias de campo, as condi¢cdes ideais para F. sacchari
desenvolver sua maxima expressao sao temperaturas alcancando 20-30 °C e
umidade relativa do ar de 75 a 85% (ANURADHA et al., 2018). As caracteristicas no
que tange a podridao-do-topo sé&o bastante variadas sob estas condicbes e podem
divergir das lesdes gerais observadas, porém como regra o resultado final é a
deformacéo e morte do topo e colmo (VISHWAKARMA et al., 2013). Isso pode ser
confirmada facilmente em campo nos periodos de grande precipitacdo e temperaturas
amenas.

Na usina da qual é oriundo o material utilizado nessa pesquisa, € possivel
observar sintomas tipicos da podridao-do-topo em plantas nos meses de dezembro a
marco quando as condicbes de umidade (periodo chuvoso) sdo favoraveis ao
desenvolvimento da doenca. Em contrapartida, 0 mesmo nao é observado quando se
visita 0 campo nos periodos secos de junho a novembro, uma vez que o clima se
caracteriza pelas altas temperaturas associadas a baixas umidades relativas do ar.
Isso néo significa que a doenca ndo esteja ali presente, mas encontra-se em periodo
de laténcia, sendo, portanto, uma fonte passiva de inoculo. E isso retrata bem os
resultados, isto €, a ndo expressdo da doenca sob as condicbes ambientes destes
estudos, mesmo com o0 patdgeno detectado por meio dos postulados de Koch

realizado ao término do experimento.
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De fato, as doencas de plantas sdo profundamente influenciadas pelas
condicbes ambientais as quais estas sdo submetidas, mesmo um fitopatégeno
virulento ndo consegue infectar um hospedeiro suscetivel quando as condi¢des sao,
até certo grau, desfavoraveis a este (VELASQUEZ; CASTROVERDE; SY, 2018). N&o
existe interacao isolada entre patdogeno e hospedeiro. A premissa bastante difusa pelo
meio cientifico relacionado ao “triangulo da doenga” exemplifica as condi¢des
necessérias a expressdo de uma doenca qualquer. Para a doenca ocorrer um
patégeno virulento, um hospedeiro suscetivel e condicbes ambientais propicias séo
requeridas. A inexisténcia de condicfes favoraveis para qualquer um desses fatores
culmina com a falha em causar doenca (AGRIOS, 2005; STEVENS, 1960).

De forma geral, a temperatura € um fator de extrema importancia para o
desenvolvimento da doenca e distribuicdo de um patébgeno, uma vez que seu
desenvolvimento como esporulagcédo e crescimento sdo maximas em condi¢des que
alcancam de 20-30 °C tanto em in vivo quanto in vivo. Nesse sentido, temperaturas
consideradas minimas, G6timas e maximas para 0 crescimento de espécies de
Fusarium sédo 10-15°C, 30°C e 35-40°C, de forma respectiva. A forma severa da
doenca ocorre entre 20-32 °C e umidade relativa de 70-80% (VISHWAKARMA et al.,
2013), dentro disso as melhores condi¢cdes para o crescimento de espécies de
Fusarium séo aquelas de 20-30 °C e umidade 75-85% (KUMAR et al., 2011).

Em nosso estudo, devido as condi¢Bes intrinsecas do semiarido brasileiro na
maior parte do ano, em especial as condicdbes do Meio-Norte do Brasil, mais
especificamente em Teresina, notam-se que as meédias de temperatura (Figura 2) aqui
relatadas estdo acima das consideradas 6timas para o fungo (20-30 °C). Nos meses
de junho e julho ndo diferem muito, apresentando pouca variagdo no que se refere a
temperatura média. Entretanto, no més de agosto é observado médias de temperatura
acima aos meses anteriores, alcancando temperaturas maximas proximas dos 40 °C.
Assim, levando-se em conta as condi¢des ideias abordadas (20-30 °C e umidade
entre 75-85%), ndo ha possibilidade do fungo expressar a doenca nessas condi¢oes.
Vale ressaltar que a umidade relativa no mesmo periodo ficou abaixo de 25%,
comprometendo o desenvolvimento de espécies de Fusarium relacionadas a

podridao-do-topo.
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Figura 2 — Dados de temperaturas médias, minimas, méaximas e umidade relativa

minima (eixo secundario) durante os meses de conducéo do ensaio em 2020.

4.3 Ensaio Il — Ensaio de validacdo dos gendtipos contrastantes

As condi¢cbes ambientais do segundo ensaio (Figura 3) demonstram que a
variacdo da temperatura média até o final de julho é decrescente. Comportamento
similar é observado para a umidade relativa do ar, que permanece reduzindo até 19
de agosto. Por outro lado, a temperatura média a partir de agosto comeca a se elevar
abruptamente, alcancando até o final do ensaio média de temperatura proximo aos 40
graus. Levando em conta que esse periodo era critico, tendo em vista que era o
estagio pdés-inoculacdo, esse aumento repentino foi preponderante para inviabilizar a
manifestacdo da doenca. Outro agravante, é que a umidade relativa registrada em
agosto foi a mais baixa para todo o periodo de conducdo do experimento, chegando
a 16% na primeira semana de agosto. Tais condi¢cdes podem ter sido essencial para

explicar a ndo expressao da doenca.
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Figura 3 — Dados de temperaturas meédias, minimas, maximas e umidade relativa

minima (eixo secundario) para os meses de conducéo do ensaio em 2021.

Durante o periodo entre a inoculacéo e avaliacdo dos sintomas (final do més
de julho até a primeira quinzena do més de agosto) as maximas de temperatura
atingiram médias que variaram de 37 a 40 °C. Observa-se que sdo temperaturas que
se encontram dentro das faixas méaximas de tolerancia do Fusarium sp (MOHSEN,;
JANABI; JEBOR, 2016), j& demonstrado que para F. mangiferae as condi¢des limites
de temperatura encontram-se nas faixas de 20-30 °C e umidade relativa de 60-65%.
Por outro lado, nenhum desenvolvimento foi observado para temperaturas acima de
40°C (NAGARAJA et al., 2011; VISHWAKARMA et al., 2013), valendo ressaltar que
as condicOes ideias de 20-30 °C e umidade relativa acima de 75% relatados em outros
estudos (KUMAR et al., 2011). Isto pode ser observado na Figura 4, onde apés
realizada a inoculacao nas plantas de cana-de-agucar os sintomas iniciais apareceram
isoladamente, porém sem haver progresséo da doenca. Apos 20 dias da inoculacao
do fungo, plantas que aos 14 dias exibiam sintoma inicial da doenga, conseguiram se
recuperar totalmente.

Como observado na Figura 4, algumas plantas, assim como ocorreu no
primeiro experimento, apresentaram algum nivel de expresséo da doenga. Entretanto,
em virtude das condicOes de elevada temperatura e baixa umidade relativa do ar

(Figura 3), a progresséao dos sintomas foi suprimida.
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Figura 4 — Estagio iniciais e final dos genoétipos selecionados na primeira fase e
submetidos a um novo experimento nas mesmas condi¢cdes no ano seguinte. Em A-D
em respectivos: genotipos G12, G11, G09, GO5 com sintomas iniciais aos 14 dias, E
-G, sintomas aos 21: G12, G14, H e 1:.G12, G04, GO05.

Avaliando indices de severidade da ramulose em algoddo, Monteiro et al.
(2009) observaram que o gradiente de temperatura e umidade apresentaram estreita
relagdo com os ISD, considerando as faixas ideias destes fatores ao fungo. Em estudo
conduzido por Vloutoglou e Kalogerakis (2000), relacionando horas de molhamento
foliar com a severidade de progressdo da pinta-preta em tomateiros, ficou
demonstrado a influéncia do tempo de molhamento foliar com a severidade da
doenca. Assim, a ndo expresséao de F. sacchari no presente estudo é justificada pelas
condi¢cdes ambientais ndo adequadas ao crescimento do fungo. Na Figura 4H pode
ser observa a Unica planta que apresentou sintomas de podriddo-do-topo. Os
gendtipos das Figuras E e F, embora tenham expressados alguma severidade em
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dado momento, aos poucos a progressao da doenca nao evoluiu.

E preciso pontuar que o tipo de inoculacéo usado, talvez ndo seja o mais
adequado para avaliagbes com plantas mais velhas devido ao crescimento muito
acelerado da parte aérea, a lignificacdo dos tecidos e com isso o ponto de indculo
(feito no cartucho) rapidamente se afasta da zona do ponto de crescimento. A medida
gue folha expande os sintomas ficam localizados nos extremos do limbo folear sem
progressao, caso as condi¢cdes ambientais desfavoraveis (20-30 °C e UR de 75-80%)

sejam mantidas.
5 CONCLUSAO
A expressdo da podriddo-do-topo ndo evolui quando o agente etioldgico é

inoculado em plantas de cana-de-acucar nas condices ambientes descritas neste

estudo.
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