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RESUMO

FERREIRA, L. G. R. Diversidade molecular de fungos em lesdes de ferrugem
alaranjada da cana-de-acucar. 2024. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goids,
Goiania, 20241

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) € uma cultura de grande importancia
tanto em nivel mundial, quanto nacional. No entanto, um dos elementos limitantes da
cultura tem sido a presenca de fitopatdgenos nas areas produtoras, afetando a satde das
plantas e causando baixa produtividade. Dentre as principais doencas da cultura, a
ferrugem alaranjada tem se destacado pela alta capacidade destrutiva do patogeno. A
ferrugem alaranjada é causada pelo basidiomiceto Puccinia kuehnii que teve seu primeiro
registro no Brasil em 2009. O uso de variedades resistentes tem sido o método de controle
mais utilizado para ferrugem alaranjada nos canaviais. Essa estratégia tem sido adotada
no Brasil, mas a suplantacdo da resisténcia em variedades previamente classificadas como
resistentes mostra que a eficacia desse método é limitada e requer um melhor
conhecimento da evolucdo molecular desse patdgeno. O objetivo deste estudo foi realizar
uma andlise filogenética do fungo Puccinia kuehnii e dos demais fungos associados,
visando compreender a diversidade molecular desses organismos. Folhas com sintomas
de ferrugem alaranjada foram coletadas em Goias e no Tocantins, e 0s esporos presentes
nas lesbes foram submetidos a extracdo de DNA e amplificacdo da regido ITS (Internal
Transcribed Spacer) via PCR, seguida de sequenciamento pelo método Sanger. As
analises filogenéticas foram conduzidas utilizando abordagens probabilisticas, gerando
arvores consenso com 10 milhdes de geracfes no programa MrBayes, visualizadas e
editadas no FigTree. Os resultados revelaram a presenca de trés espécies de fungos nas
lesbes de ferrugem alaranjada: Puccinia kuehnii, Sphaerellopsis paraphysata e
Hyweljonesia queenslandica. A analise filogenética indicou diversidade molecular entre
as amostras de P. kuehnii, destacando a necessidade de coleta de amostras em pelo menos
trés pontos distintos, amostrados neste estudo, para representar a variabilidade do fungo.
Além disso, a identificacdo de Sphaerellopsis paraphysata nas lesdes reforca seu
potencial uso no controle biolégico da ferrugem alaranjada, enquanto a presenca de
Hyweljonesia queenslandica, ainda pouco documentada na literatura, ressalta a
necessidade de mais estudos para elucidar seu papel ecolégico e potencial impacto na
cultura da cana-de-acucar.

Palavras-chave: Puccinia kuehnii; Saccharum spp.; variacdo genética.

1 Orientadora; Prof.2 Dr.2 Bruna Mendes de Oliveira. EA — UFG.
Coorientador: Dr. Marcio Lisboa Guedes. EA — UFG.



ABSTRACT

FERREIRA, L. G. R. Molecular diversity of fungi in orange rust lesions of sugarcane.
2024. Dissertation (Master's in Genetics and Plant Breeding) — Escola de Agronomia,
Universidade Federal de Goiés, Goiania, 2024.1

Sugarcane (Saccharum spp.) is a crop of great importance both globally and
nationally. However, one of the limiting factors for this crop has been the presence of
phytopathogens in producing areas, affecting plant health and causing low productivity.
Among the main diseases affecting sugarcane, orange rust stands out due to the high
destructive capacity of its pathogen. Orange rust is caused by the basidiomycete Puccinia
kuehnii, which was first reported in Brazil in 2009. The use of resistant cultivars has been
the most widely used control method for orange rust in sugarcane fields. This strategy has
been adopted in Brazil, but the breakdown of resistance in previously classified resistant
cultivars shows that the efficacy of this method is limited and requires a better
understanding of the molecular evolution of this pathogen. The objective of this study
was to conduct a phylogenetic analysis of the fungus Puccinia kuehnii and other
associated fungi, aiming to understand the molecular diversity of these organisms. Leaves
with symptoms of orange rust were collected, and the spores present in the lesions were
subjected to DNA extraction and ITS region amplification via PCR, followed by
sequencing using the Sanger method. Phylogenetic analyses were conducted using
probabilistic approaches, generating consensus trees with 10 million generations in the
MrBayes program, visualized and edited in FigTree. The results revealed the presence of
three fungal species in the orange rust lesions: Puccinia kuehnii, Sphaerellopsis
paraphysata, and Hyweljonesia queenslandica. The phylogenetic analysis indicated
significant molecular diversity among the P. kuehnii isolates, highlighting the need to
collect samples from at least three distinct points, as sampled in this study, to represent
the fungus's variability. Additionally, the identification of Sphaerellopsis paraphysata in
the lesions reinforces its potential use in the biological control of orange rust, while the
presence of Hyweljonesia queenslandica, still poorly documented in the literature,
highlights the need for further studies to elucidate its ecological role and potential impact
on sugarcane cultivation.

Keywords: Puccinia kuehnii; Saccharum spp.; genetic variation.

1 Advisor: Prof.2 Dr.2 Bruna Mendes de Oliveira. EA — UFG.
Co-Advisor: Dr. Marcio Lishoa Guedes. EA — UFG.



1 INTRODUCAO

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) é uma cultura de grande importancia
mundial, por ser matéria-prima de commodities, como o acucar e o etanol (Embrapa,
2014). A producdo mundial da cana é da ordem de 1,8 bilhdo de toneladas, sendo os
maiores produtores mundiais, o Brasil, a India e a China (Faostat, 2022). Na safra
2023/24, a producdo brasileira de cana-de-acUcar total foi de aproximadamente 713,2
milhGes de toneladas, em uma area plantada por volta de 8,3 milhdes de hectares, com
uma produtividade média de 85,5 t.hal. A producio para Aclicar Total Recuperavel
(ATR) foi de 95,9 milhdes de toneladas, com 45,5% desse total destinado a produgéo de
acucar e 54,5% a producéo de etanol total (hidratado e anidro) (Conab, 2024).

Além da producdo de acucar e etanol, a inddstria sucroenergética produz
energia elétrica, vinhaca, plastico verde e outros subprodutos. No ranking de producéo
nacional de acgucar, destaca-se o estado de Sdo Paulo ocupando o primeiro lugar com
producdo da ordem de 383,4 milhdes de toneladas, seguido por Minas Gerais e Goias com
dados de producdo de aproximadamente 81,3 e 76,6 milhdes de toneladas,
respectivamente. Para producgéo de etanol total estdo em destaque 0os mesmos estados
citados, integrantes da regido centro-sul do pais (Conab, 2024).

A produtividade da cana-de-acUcar é influenciada por fatores edafoclimaticos
e, sobretudo, por fatores bidticos como doencas e pragas. A maioria dos patdgenos
presentes no cultivo da cana-de-acucar paralisa o crescimento das plantas e proporciona
acumulo precoce de sacarose, 0 que resulta em baixa producdo (Aude, 1993). Entre as
doencas que afetam a cana-de-acUcar, a ferrugem alaranjada, causada pelo fungo Puccinia
kuehnii, destaca-se como uma das mais preocupantes devido ao seu potencial de causar
danos significativos nas plantac@es. Desde o0 seu primeiro registro no Brasil, no municipio
de Araraquara, em Sao Paulo, no ano de 2009, a ferrugem alaranjada tem representado
um desafio constante para os produtores, causando perdas econdmicas substanciais em
variedades comerciais e exigindo medidas eficazes de controle (Barbasso et al., 2010;
Zuza & Borsato, 2013).

Além do préprio agente causal, estudos recentes tém revelado a presenga de
fungos endofiticos associados as lesdes de ferrugem alaranjada, especialmente do género

Sphaerellopsis (Ashmitha et al., 2019). Esses fungos apresentam potencial biotecnoldgico
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como agentes de biocontrole, podendo influenciar a severidade da doenca e afetar a
dindmica populacional do patégeno (Gordon & Pfender, 2012).

Estudos de diversidade molecular de fungos fitopatogénicos sdo essenciais
para programas de melhoramento genético de plantas, pois fornecem informacdes sobre
a variabilidade genética e a evolucdo dos patdgenos. Essa compreensao permite tracar
estratégias de desenvolvimento de variedades resistentes e que sejam eficazes a longo
prazo. Além disso, a andlise da diversidade molecular possibilita a identificacdo de
marcadores genéticos especificos que podem auxiliar no monitoramento e no manejo
integrado de doencas (Thurow, 2018).

Neste contexto, a compreensdo da diversidade molecular dos fungos
envolvidos nas lesdes de ferrugem alaranjada da cana-de-acUcar torna-se essencial para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de manejo da doenca. Portanto, o objetivo deste
estudo foi realizar uma andlise filogenética do fungo Puccinia kuehnii, bem como de
outros fungos presentes em lesdes de P. kuehnii, visando compreender a diversidade
molecular desses fungos, de forma a auxiliar nas estratégias de desenvolvimento de

variedades resistentes a ferrugem alaranjada.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 A CULTURA DA CANA DE ACUCAR
A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é uma cultura de grande importancia
tanto em nivel mundial, quanto nacional. Devido as caracteristicas edafocliméticas do
Brasil, a cultura se adaptou bem as condi¢Ges aqui presentes, 0 que motivou o pais a
ocupar o primeiro lugar mundial em producdo de acUcar e etanol (Rodrigues & Ross,
2020). A regido centro-sul do pais destaca-se na produc¢do da cultura, sendo o estado de
Sao Paulo lider em producédo (Conab, 2024). Goias aparece em terceiro lugar no ranking
de producéo, contando com 43 unidades produtoras de etanol e agticar (Nova Cana, 2024).
A contribuigdo da cultura para 0 pais ndo se restringe apenas a relevancia
econémica, mas também a importancia social. Esta, € justificada por meio da geracédo de
empregos em todas as areas sistematicas da producdo, que vai desde 0os empregos com
caracteristicas mais agricolas como plantio, manejo e corte a empregos nas industrias de
etanol e agucar (Silva, 2021).
Como ja mencionado, 0s principais derivados da cana-de-agucar sdo o etanol,

essencial para a economia mundial, e o agucar, amplamente utilizado nos setores de
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alimentos e bebidas. Adicionalmente, esses dois insumos sdo caracterizados por sua
versatilidade, uma vez que apresentam significativa contribuicdo as industrias
alimenticias e farmacéuticas, bem como de biocombustiveis e bioenergia (Rodrigues e
Ross, 2020).

Pertencente a familia Poaceae, a cana-de-agUcar apresenta caracteristicas
morfolégicas diversas em relacdo a tamanho de colmos, densidade de perfilhamento e
teores produtivos de sacarose a depender da espécie e da variedade. A planta é dividida
em parte aérea englobando o colmo, folhas e a inflorescéncia em panicula aberta,
denominada bandeira ou flecha; e em parte subterranea, composta por rizomas e sistema
radicular. Os colmos proporcionam a sustentacdo da planta e podem apresentar diferentes
tamanhos de acordo com sua idade (Mozambani et al., 2008).

O ciclo fenoldgico da cultura fundamenta-se em quatro fases caracterizadas
pela brotacdo e emergéncia dos brotos; perfilhamento e estabelecimento da cultura;
periodo de grande crescimento; e maturacdo, caracterizado pelo intenso acimulo de
sacarose. Vale ressaltar que ha fatores que afetam esse ciclo, influenciando negativamente
0 potencial produtivo da cultura, como temperatura, umidade, solos, pragas e doengas,
além do manejo empregado pelo produtor (Segato et al., 2008). As doencas configuram
um dos principais elementos de prejuizos agricolas e econémicos da producéo de cana-
de-acucar, portanto as acdes de prevengdo, monitoramento e controle sdo praticas
indispensaveis no processo produtivo que visam o sucesso da lavoura.

A resisténcia varietal € uma das abordagens mais eficazes e ambientalmente
sustentaveis para o controle de doencas na cultura da cana-de-acucar. O desenvolvimento
de variedades resistentes por meio do melhoramento genético, permite reduzir a
incidéncia de patogenos, diminuindo o uso de defensivos quimicos. No caso de doengas
como as ferrugens, essa pratica é fundamental, uma vez que afetam, principalmente,
plantas adultas em fase de maior acimulo de sacarose e podem causar grandes perdas
econdmicas. A introducdo de resisténcia varietal torna-se, portanto, uma estratégia eficaz
para proteger a cultura nos estdgios mais vulneraveis do ciclo fenolégico. Além de
contribuir para a estabilidade da producéo e a longevidade dos canaviais, a resisténcia
genética se alinha com praticas de manejo agricola mais sustentavel e reduzindo o

impacto ambiental do cultivo (Matsuoka, 2016).
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2.2 MELHORAMENTO GENETICO DA CANA-DE-ACUCAR NO BRASIL
O melhoramento genético da cana-de-acucar desenvolve variedades

altamente produtivas e adaptadas a diversas condi¢des ambientais. No entanto, esse
processo enfrenta limitagdes como o longo ciclo de desenvolvimento das variedades e a
complexidade genética da planta. Recentemente, a biotecnologia tem se mostrado
promissora para superar essas barreiras, oferecendo novas possibilidades para atender as
demandas do mercado por variedades com maior resisténcia a pragas e doencas,
tolerdncia ao estresse hidrico e alta produtividade de etanol e biomassa (Morais et al.,
2015).

Basicamente existem trés programas de melhoramento genético da cana-de-
acucar. O programa do Instituto Agronémico de Campinas (IAC); o Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC), antigo Centro de Tecnologia da Copersucar (Cooperativa de
Produtores de Cana-de-agUcar, Acticar e Alcool do Estado de S&o Paulo) e o programa da
Ridesa (Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético),
antigo Programa Nacional de Melhoramento Genético da Cana-de-acucar (Planalsucar).
Todos tém como objetivo principal o desenvolvimento e melhoramento de variedades
adaptadas a diferentes ambientes e demais caracteristicas interessantes a producao, como
resisténcia a pragas e doencas.

A Ridesa é composta por dez universidades federais (Universidade Federal
Rural de Pernambuco-UFRPE, Universidade Federal de Alagoas-UFAL, Universidade
Federal de Sergipe-UFS, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro-UFRRJ,
Universidade Federal de Goias-UFG, Universidade Federal de Vigosa-UFV,
Universidade Federal do Mato Grosso-UFMT, Universidade Federal do Piaui-UFPI,
Universidade Federal de S&o Carlos-UFSCar e Universidade Federal do Parana-UFPR),
que trabalham integradas entre si e em parcerias empresariais para desenvolvimento do
conhecimento cientifico da cultura da cana-de-agucar. A Ridesa conta com dois bancos
de germoplasma, a estacdo Serra do Ouro, em Alagoas, e a estacdo de cruzamento
Devaneio, em Pernambuco, com total de, aproximadamente, quatro mil acessos entre
especies e hibridos (Ridesa, 2024).

No Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-Acucar/UFG
(PMGCA-UFG), as sementes séo obtidas nas estacdes de cruzamentos Serra do Ouro, em
Alagoas, e Devaneio, em Pernambuco. Ap0s essa etapa, ocorre a semeadura, seguida
pelas fases de germinacéo e selecdo em diferentes fases: seedlings, teste clonal 1 (T1),
teste clonal 2 (T2), teste clonal 3 (T3) e ensaios de série. No PMGCA-UFG, a fase inicial
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utiliza o sistema “Tapetinho”, que agrupa mudas de cada familia de cruzamentos sem
individualizagdo. O processo de selegéo envolve a avaliagdo de cerca de um milhdo de
mudas, selecionando aproximadamente 5 mil genétipos para o ensaio T1, e seguindo uma
selecdo rigorosa em fases subsequentes (T2, T3), até reduzir para 10-15 clones
promissores. Estes sdo testados em ensaios finais que incluem validagdo em é&reas
comerciais, levando cerca de quinze anos para desenvolver e liberar uma nova cultivar
(Ridesa, 2024).

Durante o processo de melhoramento genético, sdo realizadas avaliages de
resisténcia dos clones de cana-de-aglUcar a doencas. Isso é feito através de inoculagéo
controlada do patégeno nos clones selecionados. Apds a inoculagdo, as plantas sao
monitoradas e avaliadas por meio de escalas diagramaticas, que permitem quantificar a
severidade da doenca e a reacdo de variedades (Ridesa, 2024). Essa avaliacdo €
importante para identificar e selecionar clones com maior resisténcia, garantindo o
desenvolvimento e o langamento de novas variedades que sejam mais produtivas e menos

suscetiveis a doencga, contribuindo para uma producdo com maior eficiéncia agricola.

2.3 DOENCAS DA CANA-DE-ACUCAR NO BRASIL

As doencas nos vegetais sdo processos bioldgicos com interferéncia
prejudicial e continua no sistema fisiol6gico das plantas, que levam a um comportamento
anormal do vegetal e, muitas vezes, resultam na expressdo de sintomas. As doencas
bidticas originam-se da interagdo dos organismos planta hospedeira e patdgeno, nesse
caso, além da expressdo de sintomas é possivel observar os sinais do agente patogénico
presente no hospedeiro, como estruturas reprodutivas ou caracteristicas visiveis do
patogeno (Krugner, 1995).

De acordo com Rossetto & Santiago (2022), das 216 doencas descritas para
a cultura da cana, mais de cinquenta ja foram relatadas no pais. No ano de 1920, o virus
do mosaico da cana-de-agUcar (Sugarcane mosaic virus) foi responsavel por grandes
perdas econdmicas, em decorréncia do uso de variedades de cana da espécie S.
officinarum que eram altamente suscetiveis ao virus. A epidemia so foi contida apos a
substituicdo de aproximadamente 93% dos canaviais por variedades resistentes a doenca
(Tokeshi, 1980). Assim como no caso do mosaico, grande parte das doencas da cana séo
controladas pela adocéo de variedades resistentes, entretanto vale ressaltar que o manejo

com adubacédo balanceada, época adequada de plantio, bem como o0 monitoramento e
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controle de pragas que possam favorecer a presenca de doencas nas lavouras, devem ser
praticas constantes para um efetivo controle preventivo (Tokeshi, 1980).

O carvéo, causado pelo fungo Ustilago scitaminea, foi detectado pela primeira
vez no pais em 1946 e também teve sua epidemia controlada por meio da substitui¢éo de
variedades nas décadas de 1970 e 1980, quando a doenca apresentou niveis maiores que
30 mil touceiras infectadas por hectare em areas com plantas de resisténcia intermediaria
(Moreira et al., 2018). Posteriormente, outra doenca flngica chegou as areas produtoras
da cultura, a ferrugem marrom causada por Puccinia melanocephala, que mostrou
estimativa de perdas de 50% das lavouras em variedades suscetiveis. Todavia, 0s danos
por P. melanocephala ndo chegaram aos niveis das epidemias anteriormente citadas,
posto que, as unidades de plantio ja estavam ocupadas, em grande parte, com variedades
que ja eram resistentes a ferrugem marrom (Moreira et al., 2018; Rossetto & Santiago,
2022).

Contrariamente a ferrugem marrom, que teve seu primeiro registro no Brasil
em 1986, a ferrugem alaranjada (Puccinia kuehnii) foi relatada no pais em 2009, no
municipio de Araraquara, em S&o Paulo, e deixou em alerta toda comunidade ligada ao
setor canavieiro. Essa preocupacao foi devido ao grande potencial destrutivo e capacidade
de disseminacdo do patdgeno (Agostini, 2009). Em pouco tempo, a doenca atingiu
estados centrais do pais como Mato Grosso, Minas Gerais e Goids causando perdas
econdmicas consideraveis. Zuza & Borsato (2013) analisando prejuizos econémicos e
agricolas na variedade comercial SP89-1115 em Séo Paulo, estimaram a perda econémica
em mais de 2 milhdes de reais e queda na producdo de 3,55 toneladas de ATR por hectare.
Dos demais patossistemas que acometem a cultura sdo citados a escaldadura
das folhas (Xanthomonas albilineans), raquitismo das soqueiras (Leifsonia xyli subsp.
xyli) e estria vermelha (Acidovorax avenae subsp. avenae) causadas por bactérias que
atacam, sobretudo, as folhas prejudicando o processo fotossintético e causando
implicagbes nos colmos; além de mancha parda (Cercospora longipes), podriddo
vermelha (Colletotrichum falcatum) e podriddo abacaxi (Ceratocystis paradoxa),
causadas por fungos (Simon et al., 2016). Sendo que para todas as doencgas citadas, 0
método de controle mais importante se fundamenta no uso de variedades resistentes e
para controle preventivo, o tratamento térmico de mudas e adubacéo balanceada.
Embora grande parte das doencas sejam causadas por um Unico agente
fitopatogénico, ha doencas causadas por um complexo de microrganismos ou agentes

patogénicos que apenas sdo capazes de se desenvolver em condi¢Oes de associagdo com
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outras espécies, como € o caso da mancha anelar na cana-de-agucar (Tokeshi, 1980). Em
outro contexto, as lesfes de doencas causadas por patdégenos, podem abrigar mais de um
agente bioldgico. Lesdes de ferrugem alaranjada na cultura do amendoim, do milheto e
milho causadas respectivamente pelos patdgenos Puccinia arachidis, Puccinia substriata
e Puccinia sorghi tém abrigado microrganismos do género Sphaerellopsis, sendo
considerados parasitas dos agentes etioldgicos das doencas (Durgadevi et al., 2024;
Urashima et al., 2019; Reis & Urashima, 2017). Diante disso, microrganismos com
potencial biotecnolégico voltado para o biocontrole estdo sendo estudados em diversas
culturas de importancia econémica afetadas por patdégenos do género Puccinia. A
utilizacdo desses microrganismos ou de seus metabdlitos oferece alternativas promissoras
para o desenvolvimento de produtos destinados ao manejo dessas doencas (Ashmitha et
al., 2019).

Diante do exposto, fica claro que as doencas configuram potente elemento
limitante ao desenvolvimento da lavoura e que esses prejuizos refletem negativamente no
custo de producdo e de oferta dos produtos oriundos da cana, o que resulta na elevacao
dos precos a classe consumidora (Zuza & Borsato, 2013). Portanto, hd necessidade em
conhecer 0s mecanismos e caracteristicas dos agentes causais, além de entender a
interacdo entre agentes bioldgicos presentes nas lesdes das doencas, com a finalidade de

desenvolver estratégias viaveis de controle as doencas nas plantas.

2.4 FERRUGEM ALARANJADA-Puccinia kuehnii

Integrante do género Puccinia, o agente causal da ferrugem alaranjada
caracteriza-se por atacar um pequeno conjunto de hospedeiros e ser biotréfico, habilidade
que Ihe permite extrair nutrientes dos tecidos vivos das plantas. Esses fungos apresentam
uma complexidade em seu ciclo de vida, manifestada por uma variedade de estruturas
esporogénicas e esporos com morfologias e fungdes distintas. Mesmo com poucos
estudos sobre seus ciclos de vida, diferentes tipos de ciclos vitais sdo conhecidos,
demonstrando a diversidade dentro deste grupo (Figueiredo & Passador, 2008; Perera,
2020).

P. kuehnii é considerado hemiforma, pois suas fases uredinial e telial s&o
conhecidas, enquanto seus possiveis hospedeiros alternativos permanecem
desconhecidos. Os télios, estruturas usadas para identificar a forma “perfeita” do fungo,
produzem os telidésporos, esporos sexuais raramente vistos em P. kuehnii. Os uredinios

surgem do micélio dicariotico e geram esporos também dicariéticos, conhecidos como



16

urediniosporos (Figura 1), que s&éo comumente vistos em campo (Figueiredo & Passador,
2008).

Os urediniosporos presentes nas pastulas abertas (Figura 1) podem apresentar
formas obovoides, piriformes, elipsoidais ou retangulares, com coloracao alaranjada ou
verde claro. Eles tém um ndmero constante de aproximadamente quatro poros
germinativos e, devido ao seu pequeno tamanho, sdo facilmente dispersos pelo vento,
contribuindo para a disseminacdo da doenca em ambientes favoraveis (Perera, 2020). A
germinacdo dos esporos ocorre em uma faixa de temperatura entre 5°C e 34°C, juntamente

com umidade relativa maxima de 98% a 99%, muitas vezes proveniente da chuva ou do

orvalho (Oliveira & Mendes, 2008).
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Figura 1. Urediniosporos de P. kuehnii em folhas de cana-de-agucar com sintomas de

ferrugem alaranjada vista em microscopio optico (Ferreira, L. G. R., 2022).
O género Puccinia possui ciclo vital envolvendo diferentes fases e variagfes
a depender da espécie, caracterizando como uma biologia complexa. Este ciclo vital esta
diretamente ligado aos danos que P. kuehnii causa as plantas hospedeiras, facilitando a
disseminacdo da doenca de forma efetiva. Os sintomas da doenca manifestam-se em
lesBes nas folhas, inicialmente como pequenas pontuacbes que evoluem para puUstulas de
coloracdo alaranjada. Essas  pUstulas, alongadas longitudinalmente, séo
predominantemente encontradas nos tecidos abaxiais das folhas. Essas lesdes abrigam as
estruturas de resisténcia do patdgeno, os urediniosporos, as pustulas podem evoluir para
necrose da area foliar afetada e, dependendo do nivel de infec¢do, pode influenciar

negativamente no processo fotossintético e/ou causar a morte da planta (Perera, 2020).
Algumas divergéncias que ocorrem entre as ferrugens marrom e alaranjada,
possibilitam a diferenciacdo da doenca em campo. Enquanto a ferrugem marrom

apresenta pustulas maiores e formam pequenas areas necrdticas nos tecidos, a ferrugem
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alaranjada apresenta pustulas menores. No entanto, mostram maior intensidade de
necrose nas folhas maduras, que comegam no centro e progridem para as bordas.
Ademais, essas puUstulas tendem a se agruparem préximo ao ponto de insercdo das
folhas. Além disso, a ferrugem alaranjada ataca plantas maduras, enquanto a ferrugem
marrom incide com maior frequéncia no inicio do desenvolvimento da planta, geralmente
nos primeiros trés meses (Simon et al., 2016; Souza et al., 2018).

Em relacdo aos métodos de controle da doenga, a adogéo integrada de todas
as estratégias disponiveis € recomendada, o que engloba manejo cultural, quimico e,
sobretudo, genético. Embora os controles quimico e genético sejam 0s mais usuais, 0
controle cultural colabora no processo produtivo da cultura (Souza et al., 2018). Por meio
de dados de temperatura e umidade relativa, € possivel o desenvolvimento de mapas que
apontam regides de risco para infec¢do da doenca, esses mostram quais S&o 0s meses mais
e menos favoraveis para desenvolvimento do patdgeno em campo. Partindo disso,
produtores de regides com maior incidéncia da doenga podem desenvolver um
planejamento para monitorar de maneira efetiva a doenca. Além da época de plantio, os
cuidados com preparo e adubacao dos solos e manejo de plantas daninhas sdo exemplos
de estratégias culturais a serem utilizadas (Souza et al., 2018; Sumida et al., 2019).

A maioria dos produtos quimicos, registrados pelo Ministério da Agricultura,
para controle da ferrugem alaranjada, sdo compostos pelo grupo gquimico dos triazois
associado as estrobilurinas (Agrofit, 2022). Analisando a eficacia de fungicidas no
controle das ferrugens marrom e alaranjada em cana-planta e cana-soca, Koch (2020)
mostrou que o controle com aplicacdo dos fungicidas permitiu a recuperagdo e aumento
da produtividade em cana-soca, que variou de 18,5% a 31,1% em comparacao as
testemunhas, quando aplicados no comeco da infeccdo. Outro estudo mostrou a
viabilidade técnica e econémica da mistura de produtos quimicos com reducdo da
severidade dos sintomas em variedades suscetiveis a doenga, contudo para variedades
intermediarias 0 método quimico ndo se mostrou viavel economicamente (Zeneratto,
2017). Portanto, o emprego de variedades resistentes caracteriza-se como principal
método de controle para doencas vegetais, incluindo a ferrugem alaranjada, devido tanto
a vantagens econémicas quanto ambientais.

Variedades elite, colegdes de germoplasmas, espécies silvestres, bem como
mutaces sdo fontes de resisténcia genética dos quais programas de melhoramento
vegetal langam mao para desenvolvimento de variedades resistentes, sobretudo, a

resisténcia a patdgenos, sendo uso da recombinacao e selecédo de variedades elites a fonte
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mais utilizada (Thurow et al., 2018). Dessa forma, instituicbes de pesquisas como a
Ridesa, 0 CTC e o IAC, além de buscarem desenvolver variedades resistentes, buscam a
durabilidade dessa resisténcia, que depende, dentre demais fatores, da avaliacdo da reagédo
dos genotipos de cana-de-acucar a doenca e da diversidade genética do patdégeno. Quanto
a avaliacdo da doenca, essa pode ser testada tanto no campo, com infec¢do natural e com
possibilidade de se testar maior quantidade de plantas, quanto em ambiente protegido com
processo de inoculacdo artificial do patdgeno, permitindo classificacdo de reacdes das
variedades em resistentes, intermediarias e suscetiveis. (Mistura, 2016; Borella, 2022).

Nas avaliacbes de reacdo das variedades, as escalas diagramaticas séo
utilizadas atribuindo notas visualmente a severidade dos sintomas em cada genotipo. Na
literatura, Klosowski (2012) desenvolveu e validou a mais recente escala diagramatica
para a ferrugem alaranjada. Essa escala atribui pontuagdes de 1 a 9, com as porcentagens
de éarea foliar afetada variando para cada nota, com base nos sintomas observados nas
folhas. Sendo que, de 1 a 3 estdo classificadas as plantas resistentes; de 4 a 6
intermedidarias ou tolerantes; e de 7 a 9 suscetiveis. Ademais, outras escalas séo usadas,
como a proposta por Amorim et al. (1987) para ferrugem marrom, que também traz
porcentagem de area afetada e € dividida em 9 notas e, ainda, a elaborada por Sood (2009),
considerando além das notas, a quantidade de pUstulas esporulantes nas plantas. Além da
severidade, outros parametros sao avaliados como periodo médio de incubacdo, periodo
médio de laténcia e por¢do de pustulas abertas e fechadas.

Para que ocorra uma correta classificacdo da reacdo das variedades é
importante o adequado preparo do indculo bem como da realizacdo da inoculacao, além
de levar em consideracédo a viabilidade dos urediniésporos que é verificada por meio do
teste de germinacdo dos esporos (Urashima et al., 2019). O teste de germinacdo dos
esporos foi descrito por Braithwaite et al. (2009) e se baseia no in6culo disperso em meio
de cultura e posterior contagem dos esporos com microscopio oOptico, sendo que a
frequéncia de germinagdo é dada em porcentagem. A inoculacdo é realizada com a
pulverizagdo do in6culo com equipamentos manuais e coberta por plastico preto por
periodo de 18 horas e temperatura de 23°C, para efetivar a infec¢éo (Sood, 2009).

Outro fator relacionado a resisténcia de variedades a doencas € a compreensao
da filogenia molecular do patdgeno, ja que permite investigar as relacdes evolutivas entre
diferentes linhagens do patdgeno, identificar padrbes de dispersdo e entender a
diversidade genética presente nas populacGes do fitopatdégeno. Portanto, programas de

melhoramento genético fundamentados nesse conhecimento, sdo essenciais para garantir
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a sustentabilidade e eficacia das estratégias de controle da doenca (Thurow, 2018;
Dallagnol & Dornelles, 2021).

A heranca da resisténcia da cana-de-acgUcar ao patdgeno causador da ferrugem
alaranjada ainda ndo é completamente elucidada, principalmente devido a escassez de
estudos especificos sobre este patossistema. Entretanto, pesquisas em doencas
semelhantes, como a ferrugem marrom, indicam que a resisténcia pode ser monogénica,
associada a um gene de efeito dominante e possivel influéncia de efeito materno (Moura,
2004). Assim, estudos focados na analise da herancga genética da resisténcia a ferrugem
alaranjada sdo essenciais para definir o padrdo de heranca das variedades frente ao

patégeno P. kuehnii.

2.5 FUNGOS DO GENERO Sphaerellopsis PRESENTES EM LESOES DE
FERRUGENS

Em estruturas de resisténcia de fungos fitopatogénicos, como 0s
urediniosporos nas lesBes de ferrugens, encontram-se fungos endofiticos que parasitam
esses agentes etioldgicos, sobretudo, fungos do género Sphaerellopsis. Esse é conhecido
como anamorfo de Eudarluca. As espécies desse género sdo micoparasitas bem
conhecidos que ocorrem em ampla gama de ferrugens. A filogenia molecular do género
ainda € discutida e o género é mostrado como pertencente a Leptosphaeriaceae. Sendo
conhecidas as espécies S. filum, S. macroconidiales e S. paraphysata (Trakunyingcharoen
etal., 2014).

Pesquisas realizadas por Fraser et al. (2021), com a espécie S.
macroconidiales, mostravam os padrdes sazonais do micoparasita como sendo mais
prevalentes durante a estacdo seca, entre 0s meses de maio e novembro. Além de relatar
o0 padrdo de ocorréncia do fungo nas pustulas de ferrugens, que se mostraram em maior
abundancia em lesGes mais antigas. Apesar disso, S. macroconidiales mostrou capacidade
de reduzir a carga de inéculo no inicio e apds a estacéo de crescimento do fitopatogeno.

A espécie mais conhecida do género, a S. filum, foi descrita morfologicamente
por Plachecka (2005). Os picnidios de S. filum sdo de coloracdo preta, brilhantes e
observagdo microscopica. Os autores descreveram como S. filum agem sob Puccinia
recondita. As hifas brancas e soltas desenvolvem-se na superficie e no interior das
pustulas subglobulosos. Os urediniésporos em contato com o parasita sdo colapsados e
desintegram-se. Além das a¢fes mecénicas de Sphaerellopsis spp. observadas, pesquisas

sobre a acdo bioquimica por meio de metabolitos secundarios tém sido realizados, por
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exemplo, para aplicacdo no manejo da ferrugem do milheto (Ashmitha et al., 2020). Neste
estudo, metabdlitos foram explorados para conter a producdo de uredinidsporos,
reduzindo assim a incidéncia de ferrugem. Foram relatados componentes bioquimicos
com propriedades antimicrobianas, antifingicas e antioxidantes. O estudo ainda mostrou
a ocorréncia de lise méxima dos uredinioporos de P. substriata em até 92,67% com a
pulverizagdo do metabdlito bruto de S. paraphysata (Ashmitha et al., 2020).

2.6 DIVERSIDADE MOLECULAR EM FUNGOS

A diversidade genética consiste na variacdo dos alelos presentes nos
organismos, a qual é garantida por fatores evolutivos como mutacéo, fluxo génico, deriva
genética e a selecdo. A variabilidade de alelos dentro de uma populagdo possibilita que
os individuos possam reagir de formas diferentes a depender do ambiente que se
encontram, no caso de organismos fitopatogénicos, por exemplo, podem se mostrar mais
virulentos ou ndo (Thurow, 2018). A diversidade molecular, a qual além de englobar a
variacdo dos alelos, leva em conta a variagdo nas sequéncias de DNA e proteinas,
podendo influenciar na expressédo génica (Testa et al., 2009). Apesar de configurarem
fatores vantajosos para sobrevivéncia e perpetuacdo dos organismos, representam um
desafio para programas de melhoramento que buscam pela longevidade da resisténcia das
variedades.

No mecanismo de mutacdo, a mudanca na sequéncia do DNA em genes
individuais possibilita a geracdo de novos alelos na populacéo. Novas variantes genéticas,
por meio de muta¢des, motivam a suplantacao da resisténcia em plantas pelos patdgenos
(Thurow, 2018; Dallagnol & Dornelles, 2021). Da mesma forma, os elementos
transponiveis, com a capacidade de moverem de um local para outro no genoma, podem
ser inseridos em novas posicdes, criando novas variantes genéticas e contribuindo para
evolucédo da populacdo ao longo do tempo. O fluxo génico pode introduzir novos alelos
em uma populacdo através da disseminacdo de esporos e recombinacdo génica entre
populagdes de patdgenos (Griffiths et al., 2016).

A distribuicdo da diversidade molecular entre e dentro de populagdes também
é influenciada pelo sistema de reprodugdo dos organismos em estudo. Patégenos com
sistema de reproducdo sexuada conferem maior capacidade de superar a resisténcia
genética, por apresentar maior variabilidade genética e promover adaptacdo dos isolados
a novos ambientes. Contrariamente, a0 mecanismo de reproducdo sexuada que pode

aumentar a variabilidade, a deriva genética pode reduzir a diversidade por meio da perda
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de alelos e fixacdo de alelos raros (Griffiths et al., 2016; Thurow, 2018). Outro
mecanismo que pode gerar variabilidade genética em determinadas espécies de fungos é
a reproducao parassexual, processo que independe da recombinacdo meidtica e envolve
a anastomose de hifas haploides e, posterior fusdo de dois nucleos para gerar um dnico
nacleo diploide, e posterior reducdo cromossdémica para gerar descendentes haploides
recombinantes (Li et al., 2019).

Fatores ambientais podem atuar sobre 0s mecanismos naturais de
variabilidade dos organismos, como a temperatura influenciando na quantidade e no tipo
de mutacdo (Liu & Zhang, 2019). Assim como a estrutura genética de fungos pode ser
influenciada por fatores geograficos, pela espécie hospedeira e os metabolitos
secundarios do hospedeiro. E, ainda, a pressao de selecéo pode influenciar a composicao
molecular da populacdo de fungos fitopatogénicos, por meio da ado¢do da nédo rotacéo de
principios ativos e modos de acdo das moléculas quimicas utilizadas para controle de
doencas (Ghini & Kimati, 2002).

Estudos com P. kuehnii tém mostrado diversidade genética entre isolados,
podendo ser identificados diferentes cepas com relacdo a diferencas localidades
geogréficas (Moreira et al., 2018), mostrando o quédo relevante é o estudo dessa
diversidade para entender o padrdo de evolucdo desse patdgenos e decidir a melhor

estratégia de controle baseado nessas informacoes.

2.7 METODOLOGIAS DE ANALISE DE DIVERSIDADE MOLECULAR EM
FUNGOS

O processo de analise da diversidade molecular em isolados de P. kuehnii e
demais populaces, se fundamenta em uma série de etapas que possibilitam a busca de
variabilidade genética, compreensao da estrutura genética e caracteristicas evolutivas do
patdgeno. Posto isso, a andlise inicia-se pela coleta do fungo em diferentes locais
geogréficos, oriundos de folhas com lesfes causadas pela doenca. Baseado nas amostras
coletadas, faz-se a extracdo de DNA total dos isolados. Em seguida, marcadores
moleculares séo selecionados de acordo com os objetivos da pesquisa, disponibilidade de
recursos e das informagGes genéticas disponiveis. A partir dos marcadores selecionados,
as regides gendmicas de interesse sdo amplificadas por PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) fazendo-se uso de primers especificos. A determinacdo das sequéncias das
regibes amplificadas, sdo realizadas por meio das técnicas de sequenciamento, que

entregam mais informacdes sobre aquele organismo (Embrapa, 2007).
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Em estudos com P. kuehnii, os marcadores moleculares tém sido muito
utilizados, seja para estudo de correlacdo do genotipo com a viruléncia do fitopatdgeno,
seja para comparacao genetica entre os isolados. Usando marcadores AFLP, Sanjel et al.
(2021) verificaram a ocorréncia de duas racas de P. kuehnii na Florida, sugerindo
pequenas alteragdes genéticas no genoma do patdgeno. Além de estudos de diversidade,
marcadores AFLP e microssatélites sdo usados em estudos de caracterizacdo morfologica
e molecular de isolados de P. kuehnii (Perera et al., 2020). Usando marcadores
microssatélites, Urashima et al. (2020) mostraram diversidade genética entre populactes
de P. kuehnii sendo divididos em quatro grandes agrupamentos, assim como 0 autor
Mistura (2016), que revelou diversidade genética e fenotipica de P. kuehnii mostrando
que ha correlacéo direta entre o gendtipo e fenotipo dos isolados.

Além dos marcadores moleculares e das técnicas de PCR, determinar a
sequéncia de DNA dos fragmentos amplificados, configura etapa fundamental na analise
da diversidade molecular. Nesse contexto, as tecnologias de sequenciamento contaram
com alguns marcos importantes ao longo dos tempos, como 0 sequenciamento de Sanger
em 1977 e o sequenciamento de nova geracdo (NGS) (Shendure et al., 2017). A
metodologia de Sanger consiste em marcar radiotivamente alguns desoxinucleotideos
livres e adiciona-los em uma fita molde de DNA e, posteriormente, ler em impressdo de
PCR. Sanger incorporou reagentes tipicos de uma PCR com a adi¢cdo dos respectivos
didesoxirribonucleotideo trisfosofatado (ddNTP) em tubos separados. A cada ciclo de
PCR um novo fragmento de DNA é formado dependendo do dNTP e ddNtp incorporado.
O sequenciamento NGS utiliza tecnologias, como por exemplo, Illumina e Nanopore, que
sdo técnicas mais aperfeicoadas para melhor qualidade e menor tempo de
sequenciamento, gerando maior quantidade e qualidade de leitura dos genomas (Silva et
al., 2022).

Outra metodologia empregada na busca por diversidade genética e molecular
em microrganismos € a filogenia molecular. A filogenia consiste na busca da
compreensdo das relacGes evolutivas entre os organismos e a identificacdo de especies
utilizando tanto caracteristicas morfologicas quanto sequéncias moleculares. Devido a
complexidade das caracteristicas morfoldgicas e a subjetividade na interpretacéo
associada aos métodos classicos de identificacdo de espécies fungicas, as técnicas
moleculares levam a resultados mais precisos e rapidos (Martin & Rygiewicz, 2005). E
ainda, as aplicagdes do estudo filogenético incluem a dispersdo das especies por meios da

analise filogeografica e a reconstrucéo de genomas ancestrais.
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De acordo com Fajarningsih (2016), a regido ITS (Internal Transcribed
Spacer), das regides de DNA ribossomico (rDNA) em fungos, tem sido fundamental na
filogenia e identificacdo dos organismos. A regido contém duas sub-regides principais,
ITS1 e ITS2, separadas por uma regido conservada, 5.8S, e € altamente variavel entre as
espécies de fungos. Isso a torna uma ferramenta Util na distin¢éo entre diferentes isolados
e cepas de fungos fitopatogénicos como P. kuehnii e investigacdo de suas relacdes
evolutivas e distribuicdo geografica (Moreira et al., 2018). Adicionalmente, a comparacéo
das sequéncias da regido ITS de diferentes espécies de fungos oferece informacdes Uteis
sobre a origem, dispersdo e potencial de adaptacdo das espécies (Dixon et al., 2010).
Pesquisas com isolados de P. kuehnii da Australia foram realizadas por Braithwaite et al.
(2009), os quais compararam filogeneticamente 28 isolados, baseados em dados da regido
ITS, IGS (Intergenic Spacer) e LSU (Large Subunit rRNA gene). Por meio deste estudo,
0s autores puderam mostrar a diversidade dos isolados, com a divisdo de trés clados na
andlise filogenética. Da mesma forma, usando as regides ITS e IGS, Moreira et al. (2018)
estudaram isolados coletados em regies brasileiras e encontraram diversidade entre
isolados de populacbes de onze paises, mostrando a capacidade do emprego da
metodologia para avaliagdo da diversidade genética dentro da espécie causadora de
ferrugem alaranjada da cana-de-agucar.

Vérias metodologias tém sido desenvolvidas para inferir arvores filogenéticas
que representam a historia evolutiva dos grupos estudados. Uma dessas abordagens € a
utilizacdo de modelos evolutivos, que descrevem como as sequéncias moleculares
evoluem ao longo do tempo. Os fatores evolutivos consideram diferentes aspectos da
evolucdo molecular, como taxas de mutacdo e padrfes de substituicdo, transversao e
transicdo das bases nitrogenadas. Além dos modelos evolutivos, a construgdo de arvores
filogenéticas também envolve a utilizacdo de matrizes de distancias, que representam a
divergéncia entre as sequéncias moleculares comparadas. Essas matrizes podem ser
construidas com base em analises quantitativas e qualitativas (Verli, 2014; Wiley &
Lieberman, 2011). Como exemplo de metodologias para inferir arvores filogenéticas, o
método Neighbor-Joining é baseado em distancias de dissimilaridade, enquanto a
Méaxima Verossimilhanca e a Inferéncia Bayesiana sdo métodos probabilisticos,
comumente empregados para inferir estatisticamente as arvores filogenéticas. Neighbor-
Joining agrupa pares de unidades taxondmicas que minimizam a soma total das
ramificacOes em cada etapa, sendo eficiente e rapido para grandes conjuntos de dados

(Saitou & Nei, 1987). Por outro lado, 0 método de Méxima Verossimilhanga estima a
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arvore filogenética que tem a maior probabilidade de ter gerado os dados observados,
considerando modelos estatisticos de evolu¢do molecular (Felsenstein, 1981). A
Inferéncia Bayesiana estima as arvores filogenéticas utilizando cadeias de Markov Monte
Carlo (MCMC) para amostrar arvores filogenéticas de acordo com a distribuicdo
posterior de probabilidade, levando em consideracdo a incerteza nos parametros do
modelo evolutivo (Wiley & Lieberman, 2011).

Como produto das analises de filogenia, as arvores filogenéticas sdo
representacdes graficas das hipoteses sobre a histdria evolutiva dos organismos. Elas
consistem em pontos ou nos ligados por ramos, 0s nds terminais identificam os individuos
ou genes que foram amostrados. E importante destacar que essas arvores sdo classificadas
em cladograma ou filograma, a depender do tipo de dados, da finalidade do estudo, bem
como da interpretacdo e da forma da representacdo grafica da arvore. Os cladogramas
objetivam mostrar as relacdes evolutivas com base em caracteristicas derivadas, sejam
morfolégicas ou moleculares, por meio de clados conectados por linhas que representam
a ordem de divergéncia evolutiva. Os filogramas sdo construidos com base na
similaridade de sequéncias moleculares, apresentando uma estrutura de arvore onde 0s
ramos refletem o grau de similaridade genéticas entre as sequéncias, com as distancias

proporcionais a sua similaridade (Wiley & Lieberman, 2011; Verli, 2014).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 COLETA DE AMOSTRAS

Folhas de cana-de-acucar com lesGes de ferrugem alaranjada foram coletadas
em nove municipios do estado de Goias e no municipio de Pedro Afonso, no estado do
Tocantins, totalizando 36 ambientes de coleta (Tabela 1). As coletas ocorreram entre 0s
meses de janeiro a margo de 2023 e em fevereiro de 2024. Em cada ambiente, as amostras
foram obtidas em um raio de aproximadamente trés metros, constituindo uma amostra
representativa de cada local (Figura 2). As folhas coletadas foram acondicionadas em
sacos plasticos identificados com suas respectivas coordenadas geograficas e
transportadas a Escola de Agronomia, da Universidade Federal de Goias (UFG), onde
foram armazenadas em camara fria ate a extracdo dos esporos fungicos das lesdes de
ferrugem. No laborat6rio de Genética e Gendmica de Plantas da UFG, os esporos foram
coletados utilizando um método adaptado de Klosowski et al. (2015). Os esporos foram,

cuidadosamente, raspados com uma lamina de bisturi, visando aumentar a eficiéncia na
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coleta. Em seguida, os esporos foram entdo armazenados em microtubos de 2 mL,

mantidos a -20°C, para posterior extragdo do DNA total.

Tabela 1. Identificacdo, data, local, e pontos geograficos de todas as amostras coletadas.

e A Coordenadas
Identificacéo Més/Ano Local geograficas
A . . 16°36' 06" S
AmO1 (UFG-Goianial) jan/23 Goiania/GO 49° 16' 58" O
. . 16°35'55" S
. 16°36'0.03" S
AmO03* mar/23 Goiania/GO 49° 16' 55" O
Pedro Afonso/TO I267o8TS
Am04* feV/23 4’:8'(')‘ 'QZII 7"3‘I‘I‘ Q
. . Maurilandia/GO HR0R0 S
171909 24 S
. Maurilandia/GO
AmO06 (UFG-Mauri 2) mar/23 50°17' 44" O
A 1 1/959° 24" 5
. Maurilandia/GO
AmO07 (UFG-Mauri 3 mar/23 500 17' 44" O
17959726"S
Maurilandia/GO
AmO08* mar/23 500 16' 32" O
. . . 10734 U4 O
Quirindpolis/GO
AmO9* mari2s3 50°26' 42" O
- 18°15°61"S
Quirindpolis/GO
. 189337155
- Quirinopolis/GO
Amll mar/23 50019' 55" O
Séo Luizdo 14°56' 35" S
*
Am12 mar/23 Norte/GO 49° 14' 26" O
Am13 (UFG-SLN) mar/23 Sao Luiz do 14°55'23" S
Norte/GO 49°21'41" O
i S&0 Luiz do 14° 55" 36" S
Am14(UFG-SLN) mar/23 Norte/GO 499 22' 04" O
14°25'04" S
- Uruacu/GO
Am15 (UFG-Uruagu 1) mar/23 ¢ 49°03' 55" O
14024 38" S
Am16 (UFG-Uruacu 2) mar/23 Uruagu/GO 49°03' 37" O
14°25'59" S
- Uruacu/GO
Am17 (UFG-Uruagu 3) mar/23 uagu 490 04' 21" O
14°27' 03" S
- Uruacu/GO
Am18 (UFG-Uruagu) mar/23 ¢ 49° 08' 20" O
0 1 mn
Am19* mar/23 Jandaia/GO 17°12'53" 35

50°09'14" O
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e n . Coordenadas
Identificacao Més/Ano Local geograficas
. 17°16'58" S
* Jandaia/GO
Am20 mar/23 andai 500 08' 55" O
. 17°15'51" S
Am21* mar/23 Jandaia/GO 50°08' 51" O
15°13°197 S
-Goianési Goianésia/GO
Am22 (UFG-Goianésia 1) mar/23 49° 10 39" O
15°05"29" S
* Goianésia/GO
Am23 mar/23 49° 16' 33" O
o . 15° 03'59"S
Am24 (UFG-Goianésia 2) mar/23 Goianésia/GO 49° 15' 46" O
15°01" 23" S
Goianésia/GO
Am25* mar/23 49° 16' 30" O
., 15°14°0/7/7 S
Goianésia/GO
Am26* mar/23 49° 00' 07" O
. . 15°08" 227 S
-Goianési Goianésia/GO
Am27 (UFG-Goianésia 3) mar/23 48°53' 45" O
.. 15°11740" S
Goianésia/GO
., 15°13709" S
_COianAc Goianésia/GO
Am29 (UFG-Goianésia 4) mar/23 499 07' 55" O
., 15°08'52" S
_CAiaNAS Goianésia/GO
Am30 (UFG-Goianésia 5) mar/23 48°55' 52" O
. . 15°08" 297 S
Goianésia/GO
Am31* mar/23 48°53' 49" O
. 17/°527107 S
; Porteirdo/GO
Am32 (UFG- Port 1) mar/23 50° 20' 52" O
1/°44°107 S
} Porteirdo/GO
Am33 (UFG-Port 2) mar/23 50°08' 48" O
. 17°49'33"S
Am34* mar/23 Jatai/GO 51022 49" O
18°27"54™S
* Serranépolis/GO
Am35 mar/23 52012' 13" O
16°35'60" S
-Goiani Goiania/GO
Am36 (UFG-Goiéania) fev/24 49° 16' 58" O

* Indica amostras excluidas devido a baixa qualidade do sequenciamento.
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Figura 2. Pontos de coletas de amostras, realizados em dezenove locais nos estados

de Goias e Tocantins.

w

3.2 EXTRACAO DE DNA E REACAO DE PCR

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com protocolo proposto por
Villaréal et al. (2002) e adaptado por Alessio (2013). A verificacdo da integridade do
DNA foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%, a quantificacdo e a
pureza do DNA extraido foram indicadas por meio da analise espectrofotométrica, no
equipamento Nanodrop (Thermo Scientific).

A reacdo de PCR foi conduzida em termociclador PCR T100-Bio-Rad, com
volume total de 25 pL. Foram utilizados na reag¢do 2,5 pL. de DNA amostral diluido a 50
ng/uL e 2,5 pulL de cada primer (forward e reverse), adicionalmente, o kit comercial
multiplex QIAGEN® foi usado de acordo com recomendagdes do fabricante. Por néo se
tratar de cultura monosporica, os primers utilizados foram para amplificacdo da regido
ITS (Internal Transcribed Spacer), ITSSF (5> GGAAGTAAAAGTCGT 3°) e ITS4R (5°
TCCTCCGCTTATTGA 3’) (White et al., 1990) a uma concentracdo final de 2 uM. A
programacédo da PCR consistiu em pre-aquecimento por 15 minutos a 95°C, seguido de
35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 40 segundos,
periodo de extensdo a 72°C por 40 segundos e extensdo final a mesma temperatura por
cinco minutos. A separagdo dos fragmentos foi realizada em gel de agarose a 1% em

eletroforese, com tampédo de carregamento com Gel red. A corrida teve duracdo de



28

aproximadamente 60 minutos a 100 V e 160 mA. O tamanho esperado dos fragmentos
foi de aproximadamente 600 pares de base.

3.3 PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

A purificagdo do produto de PCR foi realizada baseado na adi¢do de 50 puL
de PEG (PEG 20%, NaCl 2,5 M), incubacéo a 37°C por 30 minutos e centrifugacéo por
20 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e adicionou-se 125 pL de etanol 80% e
ap6s um minuto foi novamente centrifugado. Os sobrenadantes foram descartados
novamente e evaporados a 55°C, os pellets foram ressuspendidos em 15 uL de agua
ultrapura. Apds purificacdo do produto de PCR foi realizado o sequenciamento Sanger
(Sanger et al., 1977) em equipamento 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) no
Laboratorio de Genética & Biodiversidade (LGBI0), do Instituto de Ciéncias Biologicas,
da UFG.

3.4 ANALISE DOS DADOS

A qualidade dos dados brutos foi avaliada por meio do programa PHRED
(Phil’s Read Editor). Sitios com score phred inferiores a 15 foram removidos, e as
sequéncias consenso foram montadas no PHRAP (Ewing & Green, 1998). O blastn
(Altschul et al., 1990) foi utilizado para identificacdo e anota¢do dos contigs obtidos por
meio do alinhamento de sequéncias contra 0 banco de dados da regido ITS do NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Foram baixadas do banco de dados do
GenBank (NCBI) quarenta e oito sequéncias utilizadas nas analises filogenéticas, das
quais seis sequéncias foram utilizadas nas representacdes graficas como grupos externos
(Apéndice A). Os grupos externos sdo sequéncias que nao pertencem ao grupo principal
em estudo, mas sdo incluidas para fornecer a raiz da arvore filogenética, o que ajuda a
orientar e distinguir as relacfes evolutivas entre as sequéncias analisadas.

Para as analises filogenéticas, alinhamentos multiplos foram obtidos no
programa R 4.3.2 (R Core Team, 2024) com o pacote MAS (Bodenhofer et al., 2015) com
algoritmo Muscle. Os alinhamentos foram inspecionados no programa Jalview 2.11.1.4
(Waterhouse et al., 2009). As analises foram realizadas com o pacote PHANGORN
(Schliep, 2011) com uso da funcdo ModelTest para escolha dos melhores modelos de
substituicdo baseados no Akaike Information Criterion (AIC) (Akaike, 1974), na analise
de Méxima Verossimilhanca. A escolha dos modelos evolutivos para anélise Bayesiana
foi realizada no MrModeltest2 v.2.4 (Posada & Crandall, 1998) sob AIC. As analises
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foram feitas no programa MrBayes v 3.2.7a (Ronquist et al., 2012) com 10 milhdes de
geracOes, amostrando a cada 1000 geracOes. As arvores foram visualizadas e editadas no
programa FigTree 1.2.2 (Rambaut, 2009).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os alinhamentos das amostras sequenciadas, em comparacao ao banco de
dados de nucleotideos do GenBank, permitiram a identificacéo de trés espécies de fungos:
Puccinia kuehnii, Sphaerellopsis paraphysata e Hyweljonesia queenslandica (Figura 3).
Das 36 amostras originais, 19 foram mantidas ap6s a exclusao das que apresentaram baixa
qualidade de sequenciamento. Dentre as amostras analisadas, quatro foram identificadas
como P. kuehnii, dez como S. paraphysata e cinco como H. queenslandica (Figura 3).
Embora as sequéncias da regido ITS tenham sido utilizadas, o BLASTn foi realizado com
0 banco de dados de nucleotideos, devido ao nimero reduzido de sequéncias disponiveis
no banco ITS. A porcentagem de identidade, que reflete a similaridade entre as sequéncias
de interesse e as depositadas no banco de dados, variou de 92,56% a 99,61% entre as
espécies identificadas (Tabela 2). A cobertura da sequéncia de interesse (Query cover)
com as sequéncias do banco de dados apresentou valores superiores a 90% (Tabela 2). O
E-value, que indica a probabilidade de alinhamentos encontrados ao acaso, foi
significativo para todas as espécies analisadas (Tabela 2), reforcando a baixa chance de

que esses alinhamentos tenham ocorrido aleatoriamente.
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Figura 3. Identificacdo e distribuicao espacial, no estado de Goias, das espécies de fungos
coletadas em lesdes de ferrugem alaranjada.

Tabela 2. Alinhamento Blastn das sequéncias das amostras do estudo contra o banco de
dados nr/nt.

Amostras ID Query Cover  E-value Per. Ident.
UFG-Goiania 1 Puccinia kuehnii 100% 0,00 95,58%
UFG-Goiania 2 Puccinia kuehnii 100% 0,00 94,02%
UFG-SLN Puccinia kuehnii 100% 0,00 97,89%
UFG-Uruacu Puccinia kuehnii 100% 9x 10170 98,01%
UFG-Mauri 1 Sphaerellopsis paraphysata 100% 0,00 97,27%
UFG-Mauri 2 Sphaerellopsis paraphysata 100% 0,00 99,42%
UFG-Mauri 3 Sphaerellopsis paraphysata 100% 0,00 99,42%
Goianésia 1 Sphaerellopsis paraphysata 100% 0,00 99,61%
Goianeésia 2 Sphaerellopsis paraphysata 100% 0,00 99,03%
Goianesia 3 Sphaerellopsis paraphysata 100% 0,00 99,61%
Goianesia 4 Sphaerellopsis paraphysata 100% 0,00 99,25%
Goianésia 5 Sphaerellopsis paraphysata 100% 0,00 95,17%
UFG-Port 1 Sphaerellopsis paraphysata 100% 0,00 99,42%
UFG-Port 2 Sphaerellopsis paraphysata 100% 0,00 99,33%
UFG-Uruacu 1 Hyweljosia queenslandica 91% 2 x 1012 96,76%
UFG-Uruagu 2 Hyweljosia queenslandica 99% 8 x 1016! 93,45%
UFG-Uruagu 3 Hyweljosia queenslandica 98% 0,00 92,56%
UFG-SLN Hyweljosia queenslandica 98% 1x107%8 93,77%
UFG-Goiania Hyweljosia queenslandica 98% 0,00 92,95%

ID: Identificacdo Unica do alinhamento encontrado no banco de dados; Query Cover: Percentual da
sequéncia de entrada que é coberta pelo alinhamento com a sequéncia no banco de dados; E-value:
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Valor expectante, que indica a probabilidade de o alinhamento ter ocorrido por acaso; Per. Ident.:
Percentual de identidade, que representa a propor¢do de nucleotideos idénticos no alinhamento em
relacdo a sequéncia de entrada.

4.1 DIVERSIDADE MOLECULAR EM Puccinia kuehnii

Das 19 sequéncias analisadas, quatro foram identificadas como P. kuehnii. A
andlise descritiva da diversidade genética das amostras, realizada com o software DnaSP
v. 6 (Librado & Rozas, 2009), incluindo as sequéncias de P. kuehnii obtidas do banco de
dados (APENDICE A), revelou uma diversidade genética moderada, com 46 sitios
polimorficos e um total de 48 mutagBes. A diversidade nucleotidica foi de
aproximadamente 4% (r = 0,39) entre 0s 666 sitios avaliados.

Uma etapa importante do programa de melhoramento da RIDESA/UFG ¢ a
avaliacdo da reacdo dos gendtipos das etapas finais do programa, em relacéo as principais
doencas que acometem a cana-de-acucar. Dentre as doencas estudadas, ressalta-se a
importancia da ferrugem alaranjada, devido aos danos provocados pela doenga no estado
de Goiés. A andlise filogenética das populagdes de P. kuehnii coletadas em Goias, revelou
a formacao de trés grupos principais da espécie. O grupo 1 incluiu amostras encontradas
nos municipios de Goiania 1 e Uruacu (Figura 4), que apresentaram alta similaridade
molecular. Esse resultado indica que a coleta dos uredinidsporos, para fins de inoculagéo,
em um desses municipios seja suficiente para representar a regido. No entanto, como
houve maior dissimilaridade molecular das amostras coletadas em S&o Luiz do Norte e
Goiania 2, também se faz necessario a coleta dos esporos para testes de inoculacdo, nesses
dois municipios. Dessa forma, para uma inoculacdo que representa diversidade entre as
cepas de P. kuehnii, faz-se necessario a coleta em diferentes ambientes devido a
diversidade genética apresentada pelo fungo que pode ser algo dindmico. O grupo 2, com
amostras da Indonésia, Samoa e Papua Nova Guiné, apresentaram consideravel
dissimilaridade molecular em comparagdo ao primeiro grupo que inclui as amostras
analisadas neste trabalho, além disso, a analise filogenética mostra a formagéo de um
agrupamento distinto como grupo externo, confirmando a separacdo filogenética da

espécie P. melanocephala das demais amostras de P. kuehnii (Figura 4).
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Figura 4. Arvore filogenética construida a partir de sequéncias da regido ITS, utilizando anélise
de inferéncia bayesiana e enraizamento com sequéncias da espécie de Puccinia melanocephala.
O melhor modelo de substitui¢do de nucleotideos para o conjunto das sequéncias foi 0 HKY
(Hasegawa-Kishino-Yano), que considera diferentes taxas de transicdo e transversao. Valores de
probabilidade posterior sdo indicados por nimeros.

Pesquisas com isolados de P. kuehnii foram realizadas por Braithwaite et al.
(2009), os quais compararam filogeneticamente 28 isolados provenientes de herbarios
feitos com plantas de campos comerciais, selvagens e de jardins, coletados na Australia,
Papua Nova Guiné, Indonésia e China. Estes autores encontraram trés grupos
filogenéticos indicando que ha evidéncias de diversidade genética consideravel entre
populacdes de P. kuehnii.

Com intuito de compreender 0 movimento de P. kuehnii, a partir da Australia
para o continente Americano, Glynn et al. (2010) verificaram a variabilidade deste
patdgeno nas diversas regifes com a presenca da doenca. Por meio de analises de
polimorfismo na regido ITS1, encontraram dois alelos de P. kuehnii (183A e 183G) e
dentre esses alelos, apenas o0 183A predomina no hemisferio Oeste. Conforme Glynn et
al. (2010), ha duas possiveis formas da chegada do alelo 183A no hemisfério Oeste:
disperséo aérea a partir do hemisféerio Leste ao hemisfério Oeste; ou transporte indevido
de material vegetal com folhas infectadas da Australia e Asia, seguido por réapida
dispersdo. De forma similar, pode-se indicar que a diversidade genética observada entre
as amostras de P. kuehnii, em Goias, pode refletir diferentes fontes de introducgédo do
patogeno na regido. A proximidade molecular observada entre a amostra local (Goiania

SamoaFJ708548
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2) e aqueles da Indonésia (Figura 4) pode indicar uma possivel rota de dispersao
envolvendo movimento humano ou transporte de material vegetal contaminado.

Em estudo de comparacdo, Moreira et al. (2018) revelaram, por meio da
analise filogenética das regides ITS e IGS, agrupamento de seis isolados brasileiros com
outros isolados da Austrélia, Indonésia e Cuba. Esses resultados corroboram com 0s

achados do presente estudo, uma vez que as amostras coletadas em Goiés foram
agrupados em conjunto com isolados da Australia e Indonésia, formando o grupo 1
(Figura 4). Ainda de acordo com Moreira et al. (2018), a rota de disseminacdo para o
Brasil, provavelmente tenha ocorrido apds a epidemia na Australia, no ano de 2000,
devido a similaridade nas sequéncias entre os isolados brasileiros, americanos e
australianos. Em 2007, ocorreu o primeiro relato de P. kuehnii proximo a Belle Glade, na
Flérida, encontrados em folhas de cana-de-agUcar de variedades resistentes a ferrugem
marrom, e, posteriormente, infectando lavouras no Sul da Flérida (Comstock et al. 2010).

No Brasil, o primeiro relato da doenca, foi no ano de 2009, no Estado de Séo
Paulo, em pouco tempo o fitopatdgeno se fez presente em outras regides produtoras de
cana-de-agucar do pais como no estado do Parana (Barbasso et al., 2010). Ademais, o
primeiro relato de fitopatdgeno no continente africano ocorreu em 2011 e ndo se sabe ao
certo de quais continentes os esporos possam ter vindo (Saumtally et al., 2011).

Ainda baseado na andlise intraespecifica, com abordagem de divergéncia, foi
realizada Analise de Coordenadas Principais (Figura 5) e Andlise de correlacao cofenética
que revelaram concordancia com os resultados da arvore filogenética. O grupo externo,
com dois isolados de P. melanocephala, formaram um agrupamento bem definido, assim
como os isolados IndFJ708551, SamoaFJ708548, PNGFJ708549 e IndFJ708552 (Figura
5) e um terceiro agrupamento incluindo amostras locais (UFG-Goiania 1, UFG-Uruagu,
UFG-SLN e UFG-Goiania 2) e de isolados da Australia e Indonésia (AusFJ708568,
AusFJ708571, AusFJ708570, IndFJ708554, AusFJ708547 e IndFJ708555) (Figura 5). A
andlise cofenética com teste de Mantel, revelou correlacdo forte e positiva entre as
distancias originais e as distancias cofenéticas (r = 0,99). Esses resultados indicam boa

concordancia entre as distancias originais e a representacdo bidimensional.
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Figura 4. Anélise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada em divergéncia
intraespecifica de P. kuehnii.

4.2 DIVERSIDADE MOLECULAR EM Sphaerellopsis paraphysata E Hyweljonesia
gueenslandica
Das 19 amostras de folhas com lesdes de ferrugem alaranjada, aléem do
fitopatdgeno P. kuehnii, dez amostras foram identificadas molecularmente como da
espécie Sphaerellopsis paraphysata e cinco da espécie Hyweljonesia queenslandica
(Figura 3; Tabela 2). Fungos do género Sphaerellopsis tém sido encontrados associados
em lesBes causadas por fungos fitopatogénicos do género Puccinia em graminea como
milheto e outras culturas; e como micoparasitas do agente causal da ferrugem alaranjada
(Ashmitha et al., 2019; Bordon & Pfender, 2012). Na cana-de-acgucar, existem relatos de
associacdo de S. filum, com acéo parasita sobre P. kuehnii (Leite & Urashima, 2017). No
entanto, este € o primeiro registro de S. paraphysata nesta cultura, ampliando o
conhecimento sobre o0s fungos associados as leses de ferrugem alaranjada e destacando
arelevancia de novas investigacoes sobre seu papel ecoldgico e potencial biotecnoldgico.
Na andlise filogenética de S. paraphysata, as amostras foram organizadas em
trés grupos principais, evidenciando a diversidade molecular entre os isolados (Figura 6).
O grupo 1 compreende amostras internacionais e brasileiras, incluindo India_Sp,
ChiKUMCC, TaiNCYUCC, AusCBS, AfrCPC, BraCPC, BraSBIBC e IndiaSP_201.
Esse grupo apresentou valores de suporte moderados a elevados (0,83), indicando uma
relacdo filogenética proxima entre as sequéncias brasileiras e as amostras internacionais
depositadas no Genbank (Trakunyingcharoen et al., 2018).
O grupo 2, formado exclusivamente por amostras goianas, divide-se em trés
subgrupos, demonstrando a existéncia de diversidade molecular entre as amostras

regionais. O subgrupo 2.1 incluiu as amostras Goianesial e Goianesia5, que Se agrupam
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de forma distinta das demais amostras goianas, sugerindo variacfes genéticas
significativas dentro das populagdes locais. O subgrupo 2.2 foi composto pelas amostras
UFG_Mauril, UFG_Mauri2, UFG_Mauri3, UFG_Portl e UFG_Port2, este subgrupo
apresentou elevados valores de suporte (0,97), indicando alta similaridade genética entre
as amostras provenientes das regides de Maurilandia e Porteirdo, reforcando uma relagéo
filogenética estrita entre essas amostras. O subgrupo 2.3 agrupa as amostras de
Goianesia2, Goianesia3 e Goianesia4, que se posiciona em um grupo separado dos demais
subgrupos de Goianésia, destacando-se pela variacdo molecular entre esses isolados, o
que pode refletir diferencas nas condi¢cBes ambientais ou no histérico evolutivo das
amostras (Figura 6). Essa subdivisdo em trés subgrupos sugere uma estruturacdo genética
dentro da populacdo regional. As variacdes genéticas observadas reforcam a hipotese de
que diferentes subpopulacdes podem estar adaptadas a condi¢fes ambientais especificas,
refletindo um possivel isolamento genético e adaptativo na regido.

O grupo 3 é composto por amostras da familia Leptosphaeriaceae (Leptos_1
e Leptos_2), que formam o grupo separado dos demais grupos, usado para o enraizamento
da arvore, reforcando a distin¢do filogenética entre esse grupo com as demais amostras
de S. paraphysata (Figura 6). Bayon et al. (2006) investigaram a diversidade genética
entre 51 isolados de S. filum e identificaram que as sequéncias ITS foram praticamente
idénticas entre si, consequentemente com indices de baixa diversidade. Esse resultado
possivelmente pode estar relacionado ao ciclo assexual do fungo, uma vez que a forma

sexual é raramente encontrada.
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Figura 6. Arvore filogenética construida a partir de sequéncias da regido ITS, utilizando analise
de inferéncia bayesiana e enraizada com sequéncias da familia Leptosphaeriaceae. O melhor
modelo de substituicdo de nucleotideos para o conjunto das sequéncias foi 0 GTR (General Time
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Reversible) que considera todas as possiveis substitui¢des nucleotidicas de forma independente a
uma taxa simétrica. Valores de probabilidade posterior sdo indicados por nimeros.

Em relacdo ao potencial biotecnoldgico de S. paraphysata, estudos sobre
mecanismos de acdo do micoparasita foram explorados por Ashmitha et al. (2020) que
mostraram reducdo na producdo de urediniosporos de Puccinia com pulveriza¢do dos
metabdlitos com propriedades antimicrobianas, antiflngicas e antioxidantes. Gordon &
Pfender (2012) conduziram, em ambiente controlado, a inoculacdo de S. filum e
verificaram a reducdo na producdo de esporos de Puccinia graminis. Um desafio
reportado na literatura, para uso desse agente bioldégico como controle para ferrugem
alaranjada, tem sido a dificuldade para o desenvolvimento efetivo do fungo em meio de
cultura e um método mais adequado de aplicacdo do fungo endofitico (Gordon & Pfender,
2012).

O terceiro fungo observado, Hyweljonesia queenslandica, foi coletado pela
primeira vez, de um casulo de coledptero ndo identificado aderido a folha de uma
dicotileddnea, na Australia, em 2016 (Shivas et al., 2016). H. queenslandica é classificado
como Dothideomycetes e ndo foi possivel encontrar na literatura maiores informacdes
sobre a atividade da espécie, se H. queenslandica atua como fungo fitopatogénico,
causador de doencas em plantas ou como um saprofito, que se alimenta exclusivamente
de matéria organica morta, sem causar danos as plantas hospedeiras. A analise
filogenética das cinco amostras brasileiras de H. queenslandica, comparadas com duas
sequéncias de isolados coletadas na Australia, revelou a formacdo de dois grupos
filogeneticamente distintos, evidenciando a existéncia de diversidade genética dentro da
espéecie (Figura 7). As amostras brasileiras formam um grupo separado dos isolados
australianos, sugerindo variages genéticas regionais. Considerando a presenca de H.
queenslandica em lesdes de ferrugem alaranjada da cana-de-agUcar, torna-se necessario
aprofundar os estudos para explorar a interacdo desse fungo com o agente causal da

doenca, a fim de compreender seu papel ecolégico e seu impacto na cultura.
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Figura 7. Arvore filogenética construida a partir de sequéncias da regido ITS, utilizando analise
de inferéncia bayesiana e enraizada com sequéncias da familia Teratosphaeriaceae. O melhor
modelo de substitui¢cdo de nucleotideos para o conjunto das sequéncias foi 0 GTR (General Time
Reversible) que considera todas as possiveis substitui¢des nucleotidicas de forma independente a
uma taxa simétrica. Valores de probabilidade posterior sdo indicados por nimeros.

5 CONCLUSOES

Em lesbes de ferrugem alaranjada, além do fungo fitopatogénico Puccinia
kuehnii, foram identificados os fungos Sphaerellopsis paraphysata e Hyweljonesia
gueenslandica. Enquanto S. paraphysata apresenta potencial biotecnoldgico para o
controle da ferrugem, H. queenslandica ainda carece de informacdes na literatura sobre
seu papel, ndo sendo possivel determinar se € um fungo saproéfita ou fitopatogénico.

Para uma inoculacdo mais eficaz, visando obter isolados de P. kuehnii com
maior diversidade molecular, € importante realizar coletas de esporos em diferentes
pontos, considerando a diversidade e a dindmica populacional do patdgeno.

A andlise filogenética de Sphaerellopsis paraphysata sugere que diferentes
subpopulaces locais podem estar adaptadas a condi¢cGes ambientais especificas,
refletindo um isolamento genético parcial na regiéo.

A anélise filogenetica de Hyweljonesia queenslandica indica um possivel
isolamento entre as populacfes. Ha necessidade de mais pesquisas para aprofundar o

conhecimento dessa especie.
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APENDICE A
Apéndice-Cddigos de acesso no GenBank e siglas correspondentes das
sequéncias dos fungos utilizadas neste estudo

Cédigo de Descrico da Sequenci Sigla utilizado
acesso escricao da sequencia Referéncia
(GenBank) no estudo
KY173476 Sequéncia ITS de H. queenslandica da Australia AusHg-101 Crous &
NR_154095 Sequéncia ITS de H. queenslandica da Austrélia AusHg-102 Groenewald, 2020
MK387927 Sequéncia ITS de S. paraphysata da China ChiKuMCC Karuna;gtlhg etal.
- . . Silva &
ON878080 Sequéncia ITS de S. paraphysata da Taiwan TaiNCYUCC Lumyong, 2022
ON406279 Sequéncia ITS de S. paraphysata da india india Sp Selvakggnzazr etal.,
NR_137956 Sequéncia ITS de S. paraphysata do Brasil BraSBIBC
. ) Trakunyingcharoe
KP170662 Sequéncia ITS de S. paraphysata do Brasil BraCPC netal. 2018
KP170661 Sequéncia ITS de S. paraphysata da Africa do Sul AfrCPC
MH107918 Sequéncia ITS de S. paraphysata da Australia AusCBS Crousetal., 2018
MK863554 Sequéncia completa ITS de S. paraphysata da india IndiaSp-201 AShm%fget al.,
MF948614 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Cuba Cub227 Oloriz etal., 2017
KT261382 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Argentina Arg-Misiones Bertz;rgleg al.,
PP516644 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Gabon GAB43 -
PP516642 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Gabon GAB41 D'JO%Z%E al,
PP516638 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Gabon GAB21
MK302478 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Mauritius Mau201 Joomun 2019
MG008686 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Guyana Guy201 Briggs, 2017
MK578657 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Reunion Reu201 Hubert 2019
FJ708571 Sequéncia completa ITS de P. kuehnii de Australia AusQ177Mac
FJ708570 Sequéncia completa ITS de P. kuehnii de Australia AusRB72Bal
FJ708569 Sequéncia completa ITS de P. kuehnii de Australia AusQ155Fai
FJ708568 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Australia AusQ78Tul
FJ708567 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Australia AusQ124Tul
FJ708566 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Australia AusQ124Mac
FJ708562 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Australia AusDalyR Braithwaite,
FJ708561 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Indonésia Ind338 2009
FJ708560 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Indonésia Ind-Lam
FJ708564 Sequéncia ITS de P. kuehnii da Australia AusQ124Bur
FJ708559 Sequéncia ITS de P. kuehnii da China Chi2009
FJ708555 Sequéncia ITS de P. kuehnii da Indonésia Ind322
FJ708554 Sequéncia ITS de P. kuehnii da Indonésia Ind355
FJ708553 Sequéncia ITS de P. kuehnii da Indonésia Ind337
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Caodigo de Descrico da Sequenci Sigla utilizado
acesso escricao da sequencia Referéncia
(GenBank) no estudo
FJ708550 Sequéncia ITS de P. kuehnii da Indonésia Ind346
FJ708547 Sequéncia ITS de P. kuehnii da Australia Aus1955
FJ708549 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Papua New Guinea PNG75
FJ708557  Sequéncia ITS de P. kuehnii de Papua New Guinea PNG43  Braithwaite, 2009
FJ708552 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Indonésia Ind345
FJ708548 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Samoa SM1961
FJ708551 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Indonésia Ind312
FJ708558 Sequéncia ITS de P. kuehnii de Papua New Guinea PNG214
AJ406049 Sequéncia ITS de P. kuehnii de USA: Hawaii USA-HW Virtudazo, 2000
GU564419 Sequéncia ITS de P. kuehnii da Australia AusQ124MD Glynn, 2010
FJ009327 Sequéncia ITS de P. melanocephala Pmelanoce_1 Braltgvggge al.,
GU564423 Sequéncia ITS de P. melanocephala Pmelanoce_2 Glynnetal., 2010
DQ093683 Sequéncia ITS de Leptosphaeria sp. Leptos_1 Menl2<|oslit al.,
GU934536 Sequéncia ITS de Leptosphaeria sp. Leptos_2 Correzdglrft al,
NR_137553 Sequéncia ITS de Teratosphaeria fimbriata Teratos_1 Crousetal., 2021
MN162040 Sequéncia ITS de Teratosphaeria cryptica Teratos_2 Crous etal., 2019




