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RESUMO GERAL

A Ferrugem alaranjada, causada pelo fungo Puccinia kuehnii (W. Kriiger) E. J. Butler, é uma
das principais doencas que afetam a producéo de cana-de-agucar no Brasil, acarretando danos
de até 50% no rendimento da cultura. A resisténcia do hospedeiro, principal estratégia de
controle adotada, € mediada por uma complexa rede de eventos bioquimicos e fisioldgicos que
determinam a ocorréncia de suscetibilidade ou resisténcia. A compreensdo dos eventos
resultantes da interacdo patdgeno-hospedeiro desempenha papel vital na identificacdo de
genotipos com resisténcia eficaz e duravel. Diante deste contexto, o presente estudo objetivou
investigar as alteracdes bioguimicas e fisiologicas em gendtipos de cana-de-agucar resistente e
suscetivel a P. kuehnii, em resposta a infeccdo. Os ensaios foram conduzidos em condicdes de
casa de vegetacdo e campo experimental. O experimento em casa de vegetacdo foi conduzido
em esquema fatorial 2 x 2 x 4, sendo dois geno6tipos (resistente e suscetivel), plantas inoculadas
e ndo inoculadas e quatro épocas de avaliacdo (2, 20, 34 e 48 dias apos a inoculacdo — DAI). O
delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes. As
plantas foram inoculadas 52 dias ap6s o plantio, com suspensdo na concentragéo de 5x10*
urediniésporos viaveis mL™ e mantidas em cadmara Umida por 24 horas. Em seguida foram
transferidas para casa de vegetacdo, onde permaneceram até o final do experimento. Os
periodos de incubacdo e laténcia foram determinados a partir de avaliagcdes diarias. Apds o
aparecimento dos primeiros sintomas, foi quantificada a severidade na folha +1, com auxilio de
escala diagramatica, aos 2, 20, 34 e 48 DAI. A partir dos dados de severidade, os valores de
Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) foram determinados. Nesse mesmo
periodo foi quantificada a atividade de enzimas do sistema antioxidante, superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), peroxidase (POX), e de defesa,
fenilalanina amonia liase (FAL). No experimento conduzido em condi¢des de campo, sob
delineamento em blocos casualizados, avaliaram-se a severidade da doenga e 0os componentes
fisioldgicos, para os mesmos gendtipos, sob condicdes de infec¢do natural. Foram avaliados
pigmentos fotossintéticos, eficiéncia quantantica do fotossistema Il e extravasamento de
eletrolitos. As avaliacdes foram realizadas em plantas com 130 dias de idade ap6s o segundo
corte. Em casa de vegetacdo, os periodos de incubacédo e laténcia para o genoétipo suscetivel
foram de 8 e 19 dias, respectivamente. A curva de progresso da doenca apresentou evolucao
gradual, no genotipo suscetivel, atingindo severidade final de 1,83%. As atividades das enzimas
SOD, CAT, APX, POX e FAL foram superiores no gendtipo suscetivel inoculado, coincidindo
com os maiores valores do progresso da doenca ao longo do tempo avaliado. Nos genotipos
inoculados, houve aumento significativo para o suscetivel na atividade da enzima SOD de 33%
e 25% aos 34 e 48 DAI, respectivamente, em comparacao ao genotipo resistente. Da mesma
forma, houve aumento durante esse periodo para as enzimas CAT (45-22%) e APX (36-41%).
Para a atividade da POX observou-se mudancas no padrdo de comportamento em ambos 0s
genotipos ao longo do tempo de avaliagdo, com maior atividade para o gendtipo resistente (26%
e 31%) aos 2 e 20 DAI, respectivamente, em comparacdo com 0 gendtipo suscetivel. No
entanto, aos 48 DA, o gendtipo suscetivel apresentou aumento de 56% na atividade da enzima.
A atividade da FAL foi significativamente maior no geno6tipo suscetivel em comparacdo ao
gendtipo resistente. Houve aumento de 18%, 12% e 19% aos 2, 20 e 48 DAL, respectivamente,
no gendtipo suscetivel. Em campo, houve redugdes na taxa fotossintética devido a acéo
infecciosa do patogeno, resultando em baixas concentragcfes de pigmentos (60, 40 e 44% para
Clorofila a, Clorofila b e carotenoides) e eficiéncia quantantica do fotossistema Il
(fluorescéncia da clorofila a em 12%) no genotipo suscetivel em relagdo ao genotipo resistente.
Para o0 extravasamento de eletrdlitos ndo houve diferenca significativa entre os genotipos, com
média geral de 53%. A resposta diferencial dos genétipos suscetivel e resistente indica que a
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suscetibilidade pode estar associada ao acumulo tardio de compostos antioxidantes. Os
resultados do presente trabalho fornecerdo melhor entendimento dos mecanismos de resisténcia
da cana-de-aglUcar contra P. kuehnii e auxiliardo nas estratégias de sele¢do visando o
desenvolvimento de cultivares resistentes.

Palavras-chave: Saccharum officinarum, Ferrugem alaranjada, Estresse bidtico, Enzimas
antioxidantes.
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GENERAL ABSTRACT

Orange rust, caused by the fungus Puccinia kuehnii (W. Kriger) E. J. Butler, is one of the main
diseases affecting sugarcane production in Brazil with damages of up to 50% in the crop yield.
Host resistance is the main control strategy, being mediated by a complex network of
biochemical and physiological events that will result in either susceptibility or resistance.
Understanding the events associated with the host-pathogen interaction plays a vital role in
identifying genotypes with effective and reliable resistance. In this context, the present study
aimed to investigate the biochemical and regulatory changes in response to the P. kuehnii
infection in sugarcane genotypes with resistant and susceptible reactions to this fungus. The
experiments were carried out under greenhouse and open-field conditions. The greenhouse
experiment was established in a 2x2x4 factorial scheme, with two genotypes (resistant and
susceptible), inoculated and non-inoculated plants and four evaluation times (2, 20, 34 and 48
days after inoculation — DAI). The experimental design adopted was completely randomized,
with four replications. The plants were inoculated 52 days after planting, with a suspension at
a concentration of 5x10% viable urediniospores mL™ and kept in a humid chamber for 24 hours.
Then the plants were transferred to the greenhouse, where they remained until the end of the
experiment. Incubation and latent periods were estimated at a daily basis. After the appearance
of the first symptoms, severity was quantified on the leaf +1, with the aid of a diagrammatic
scale, at 2, 20, 34 and 48 DAI. From the severity scores, the Area Under the Disease Progress
Curve (AUDPC) values were calculated. During the same period, the activity of enzymes of the
antioxidant system, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX),
peroxidase (POX)), and defense system, phenylalanine ammonia lyase (PAL) were quantified.
In the controlled experiment under field conditions, in a randomized block design, disease
severity and physiological components were evaluated for the same genotypes, under
conditions of natural infection. Photosynthetic pigments, photosystem Il quantum efficiency
and electrolyte leakage were considered. The evaluations were carried out 130 days old after
the second cut. In the greenhouse, the incubation and latent periods for the susceptible genotype
were 8 and 19 days, respectively. The disease progress curve of the susceptible genotype
showed a gradual evolution, reaching a final severity of 1.83%. The activities of SOD, CAT,
APX, POX, and PAL enzymes were higher in the inoculated susceptible genotype, coinciding
with the highest values of disease progress over the evaluated period. In the inoculated
genotypes, a significant increase was observed for the susceptible genotype in comparison with
the resistant genotype for the SOD enzyme activity: 33% and 25% at 34 and 48 DAI,
respectively. Likewise, there was an increase during this period for CAT (45-22%) and APX
(36-41%) activity. For POX activity, changes in the behavior pattern were observed in both
genotypes over the evaluation time, with greater activity for the resistant genotype (26% and
31%) at 2 and 20 DAI, respectively, compared to the susceptible genotype. However, at 48
DAL, the susceptible genotype showed a 56% increase in enzyme activity. PAL activity was
significantly higher in the susceptible genotype compared to the resistant genotype. There was
an increase of 18%, 12%, and 19% at 2, 20 and 48 DAI, respectively, in the susceptible
genotype. In the field, there were reductions in the photosynthetic rate due to the infectious
action of the pathogen, followed by pigment concentrations (60, 40 and 44% for chlorophyll a,
chlorophyll b, and carotenoids) and photosystem Il quantum efficiency (chlorophyll a
fluorescence in 12%) in the susceptible genotype compared to the resistant genotype. For the
leakage of electrolytes, there was no significant difference between the genotypes, with an
overall average of 53%. The differential response of the susceptible and resistant genotypes
indicates that susceptibility may be associated with the late buildup of antioxidant compounds.
The results of the present work will provide a better understanding the sugarcane resistance
mechanisms against P. kuehnii and will help in selection strategies aimed at developing resistant



1  cultivars.

2 Keywords: Saccharum officinarum, Orange rust, Biotic stress, Antioxidant enzymes.
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ALTERACOES BIOQUIMICAS E FISIOLOGICAS EM GENOTIPOS DE CANA-
DE-ACUCAR EM RESPOSTA A INFECCAO POR Puccinia kuehnii

INTRODUCAO GERAL

1. Cana-de-acucar: cultivo e importancia econémica

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) € uma cultura semiperene, originaria da
Nova Guiné, que pertence a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribo Andropogoneae,
subtribo Saccharinae e género Saccharum. Este compreende seis espécies: S. officinarum L.,
S. spontaneum L. S. robustum Brandes Jeswit ex Grassl, S. barberi Jeswit, S. sinensis Roxb e
S. edule Hassk (DANIELS; ROACH, 1987; MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO, 2005).
Atualmente, as variedades comerciais de cana-de-agUcar, desenvolvidas e cultivadas no Brasil
e no mundo, sdo hibridos resultantes do cruzamento entre S. officinarum e S. spontaneum.

As plantas deste género desenvolvem-se em forma de touceira, que € dividida em parte
aérea (colmos, folhas e inflorescéncia) e radicular (raizes e rizomas). Apresenta metabolismo
fotossintético C4, sendo considerada altamente eficiente na conversdo de energia radiante em
energia quimica, e possui capacidade de armazenar grandes quantidades de sacarose em seu
colmo. Essa sacarose é processada e convertida em diferentes produtos, os principais sdo o
acucar e o etanol (NEVES; CONEJERO, 2010).

O cultivo da cana-de-agucar é economicamente importante em diversos paises do mundo
(FAO, 2020). O principal pais produtor da cultura é o Brasil, com aproximadamente 40% da
producdo mundial, seguido por india, China, Tailandia e Paquistdo, respectivamente. A
producdo nacional de cana-de-acUcar, na safra 2022/23, foi de 610,1 milhdes de toneladas, com
crescimento de 5,4% em relacdo a safra anterior, em area plantada de 8.288,9 mil hectares,
obtendo uma produtividade de 73,6 t.hal. Diante do volume colhido, a regido centro-sul
representa 0 maior eixo produtivo do pais, respondendo por 90% da producdo nacional
(CONAB, 2023). A cultura apresenta importancia para a economia brasileira, uma vez que
fornece matéria-prima para diversos produtos, principalmente para a producdo de acucar e
etanol. Dessa forma, a producéo de agUcar na safra 2022/23 alcangou 37 milhdes de toneladas,
enquanto a producdo de etanol atingiu 26,53 bilhGes de litros, provenientes da cana-de-agucar
(CONAB, 2023).

A expansdo da area cultivada e diversificacdo da cadeia produtiva da cana-de-agucar
foram acompanhadas pelo emprego de tecnologias agroindustriais. O melhoramento genético

foi uma importante ferramenta, desenvolvendo variedades mais produtivas, com melhor
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desempenho industrial e adaptadas as diferentes condi¢cdes edafoclimaticas do Brasil
(MATSUOKA,; FERRO; ARRUDA, 2009). Embora a cana-de-aglcar seja uma cultura
produtiva e rentavel, alguns fatores interferem no seu rendimento, principalmente problemas
fitossanitarios, geralmente associados a condi¢bes climaticas (MATSUOKA; GARCIA;
ARIZONO, 2005).

2. Doengas na cultura da cana-de-agUcar

As doencas de plantas sdo responsaveis por causar perdas significativas na produtividade
de culturas de importancia agricola. Mundialmente, as perdas aproximam-se de 220 bilhdes de
dolares. De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO),
mais de 30% da producdo agricola global é perdida anualmente devido a ocorréncia de
patdgenos de plantas como os fungos, bactérias e virus, além do ataque de pragas. Na cultura
da cana-de-acucar foram identificadas cerca de 216 doencas, com 58 delas descritas no Brasil
(SANTIAGO; ROSSETTO, 2021).

Dentre as principais doengas que afetam o rendimento da cultura, destacam-se o Carvéo
(Sporisorium scitamineum), Estria vermelha (Acidovarax avenae subsp. avenae), Escaldadura
das folhas (Xanthomonas albilineans), Mosaico (Sugarcane mosaic virus — ScCMV), Raquitismo
das soqueiras (Leifsonia xyli subsp. xyli), Mancha parda (Cercospora longipes), Podriddo
abacaxi (Thielaviopsis paradoxa), Ferrugem marrom (Puccinia melanocephala) e Ferrugem
alaranjada (Puccinia kuehnii) (SIMON et al, 2016).

As Ferrugens marrom (Puccinia melanocephala) e alaranjada (Puccinia kuehnii), sdo
doencas foliares de importancia significativa na cultura da cana-de-agUcar, pois reduzem a area
fotossintética da planta, resultando em crescimento retardado, morte de perfilhos, encurtamento
dos entrenos, reducdo do diametro de colmos e da producdo de sacarose (SANTOS, 2013).

3. Ferrugem alaranjada — Puccinia kuehnii (W. Krlger) E.J. Butler

A Ferrugem alaranjada é causada pelo fungo P. kuehnii (W. Kruger) E. J. Butler, que
pertence a divisdo Basidiomycota, classe Pucciniomycetes, ordem Pucciniales, familia
Pucciniaceae e género Puccinia. Este patdgeno € classificado como biotrofico, e apresenta
gama de hospedeiros restrita, entre os principais, as plantas do género Saccharum (SHAW,
1963). O primeiro relato da doenca ocorreu em 1890 na Australia. Porém, as perdas econémicas
na cana-de-acucar foram relatadas no ano de 2000. Nesse periodo, a doenga acarretou reducéo
de 50% na produtividade da cultura, resultando em perdas na economia australiana em cerca de
200 milhdes de dolares (MAGAREY et al., 2004). Em 2007, foi relatada no Hemisfério
Ocidental, quando ocorreu um surto da doenga nos Estados Unidos. Em poucos anos, a doenga
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foi encontrada em regides de cultivo de cana-de-agucar na América do Sul, América Central e
no Caribe (COMSTOCK et al., 2008). Em 2009, a Ferrugem alaranjada foi reportada pela
primeira vez no Brasil, na regido de Araraquara, interior do estado de Sdo Paulo. Ainda em
2009 e ao longo de 2010, a doenca foi constatada nos estados do Parana, Minas Gerais, Goias,
Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro e, em 2012, foi observada na regido
Nordeste (BARBASSO et al., 2010). Durante a safra de 2015/16, na Flérida, as variedades de
cana-de-acucar cultivadas apresentaram mais de 90% de suscetibilidade a Ferrugem alaranjada
(RAID et al., 2015). Em 2012, no Brasil foram registrados niveis de severidade de até 25% na
variedade SP81-3250, uma das trés variedades mais plantadas no pais, deixando os produtores
em estado de alerta (CANTERI et al., 2012).

Os sintomas iniciais da Ferrugem alaranjada sdo pequenas manchas cloroticas, levemente
arredondadas, evoluindo para coloracdo alaranjada, geralmente na face abaxial das folhas. As
manchas apresentam evolugdo gradativa até a formacgéo das pustulas, que rompem a epiderme
das folhas, e expdem a massa de uredinidsporos. As pustulas da Ferrugem alaranjada formam-
se mais proximo da bainha, além disso, sdo menores em relacdo a Ferrugem marrom, variando
entre 4 e 5 mm de comprimento (FERRARI et al., 2013). Segundo Croft et al. (2000), em
condic@es de alta severidade, geralmente ocorre a coalescéncia das lesbes (pustulas) seguida de
necrose, levando a perda de agua, que pode causar estresse hidrico e reducdo do rendimento
dos colmos. Além disso, as lesdes reduzem o teor de clorofila das folhas infectadas, a eficacia
da fixacdo de carbono, a condutancia dos estbmatos e a taxa fotossintética da planta (ZHAO et
al., 2011).

No processo de infec¢do da Ferrugem alaranjada, ocorre a germinacao do urediniésporo,
em seguida, a formacdo do tubo germinativo, as vezes com ramificaces, e a diferenciacdo do
apressorio em cima do estdomato (LITTLEFIELD; HEATH, 1979). Posteriormente, ocorre a
passagem do “peg” de penetragdo através das células-guarda, formando uma vesicula na cdmara
subestomatica, e uma hifa infectiva, que dara origem ao primeiro haustério a partir da celula-
mée de haustdrio. Em seguida, crescem ramificacfes de hifas intercelulares, formando novos
haustorios, com a colonizacgdo das células do mesofilo (HARDER, 1984; PURDY, 1985). No
interior das células do hospedeiro, os haustdrios sdo formados e possuem papel importante na
troca de substéncias entre o hospedeiro e o fungo (HARDER, 1984).

Na cultura da cana-de-agUcar, 0 patdgeno apresenta crescimento intracelular paralelo aos
feixes vasculares da folha, nos dois sentidos, apos o ponto de penetracdo (PURDY, 1985). De
acordo com Wolf (1982), a diferenciacdo do apressorio acontece em resposta aos sinais

topograficos especificos na superficie foliar (tigmotropismo), bem como pela emissdo de
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compostos volateis atraves do estdmato (quimiotropismo), e sua formacao depende de reservas
enddgenas dos urediniGsporos.

A disseminacdo dos urediniosporos de P. kuehnii ocorre principalmente por acdo do
vento em curtas e longas distancias. As condicdes ideais para a germinacgédo de urediniésporos,
séo temperaturas entre 22 e 24°C e umidade relativa do ar acima de 90% (MAGAREY et al.,
2004; OLIVEIRA; MENDES, 2008). Na regido Nordeste, Lima (2022) observou evolucdo da
severidade com temperaturas minimas e maximas variando entre 19,05°C e 29,05°C em

gendtipos suscetiveis de cana-de-agucar.

4. Estratégias de controle

A infeccdo pelo fungo P. kuehnii nos tecidos vegetais da cana-de-acucar reflete em
diversos efeitos negativos que afetam o crescimento e a produtividade da cultura. Contudo,
estratégias de controle como, o uso de fungicidas e adocdo de variedades resistentes sdo
implementadas para minimiza-los.

Em relagdo ao controle quimico, a utilizagdo de fungicidas se justifica em canaviais que
apresentam baixa severidade da doenca, visando a manutencdo da produtividade agricola a
curto prazo. Atualmente, existem 46 fungicidas registrados para o controle da Ferrugem
alaranjada (MAPA, 2023), os quais devem ser aplicados levando-se em consideragéo a rotacéo
de produtos de diferentes modos de acdo ou principois ativos, caso haja a necessidade de mais
de uma aplicacdo. Embora 0 manejo da doenga com a utilizacdo de fungicidas seja uma opgéo
viavel, a utilizacdo de variedades resistentes é considerada o método mais eficaz e econdmico
(MATSUOKA,; GARCIA; ARIZONO, 2005), com o proposito de reduzir a quantidade de
inéculo do patégeno.

Nesse sentido, a Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor
Sucroenergético (RIDESA), estabelecida por convénio de cooperacdo técnica entre dez
universidades federais brasileiras, tem se dedicado ao desenvolvimento de variedades de cana-
de-acucar, identificadas pela sigla RB (Republica do Brasil). Algumas dessas variedades
apresentam resisténcia a Ferrugem alaranjada. Na regido Nordeste, destacam-se diversas
variedades resistentes a doenga, incluindo RB961552, RB991556, RB064292, RB041443,
RB011549, RB07818, RB08791, RB01494 e RB0442. Essas variedades foram desenvolvidas
em colaboracdo entre a Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e a Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). De acordo com Oliveira, Barbosa e Daros (2021), atualmente
as variedades RB sdo responsaveis pela ocupacdo de 60% da &rea canavieira brasileira,
contribuindo significativamente na elevagéo dos rendimentos agroindustriais e rentabilidade do



© 00 N o o B~ W N P

e e e =
w N R~k O

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

30
31
32
33

16

setor, sendo resultados de pesquisa e inovagao.

As plantas resistentes podem reconhecer a invasdo de agentes patogénicos e acionar
mecanismos de defesa para impedir o estabelecimento de parasitismo (CARVALHO;
BARCELLOS, 2012). A eficacia dos mecanismos de defesa determina a resisténcia da planta
a infec¢des por patdgenos. No entanto, sabe-se que diferentes gendtipos de uma mesma espécie
podem desenvolver e utilizar mecanismos de defesa iguais ou diferentes, com intensidade
diferente, mediados por varios reguladores ativados de forma direta ou indireta (TORRES,
2010).

Por outro lado, estudos confirmam a adaptabilidade de P. kuehnii para suplantar genes de
resisténcia da planta hospedeira (HOY et al., 2014). Dessa forma, é necessario estudar
detalhadamente a interacdo da cana-de-agucar x Ferrugem alaranjada e 0s mecanismos de
defesa empregados pela planta, com o proposito de auxiliar no desenvolvimento de novas

variedades resistentes.

5. Mecanismos de defesa das plantas

A capacidade de defesa das plantas contra patdgenos ¢ efetiva de modo geral, dada a
multiplicidade de mecanismos disponiveis. Estes sdo classificados em ativos ou passivos, sendo
divididos em estruturais e bioquimicos, ambos pré e pés-formados. De acordo com Pascholati
e Dalio (2018), os pré-formados existem nos hospedeiros antes da chegada do patégeno,
enquanto os pds-formados estdo ausentes ou em baixos niveis antes da infec¢éo, sendo ativados
por meio da atividade e/ou percepcéao do patégeno.

Segundo Pascholati et al. (2008), dentre esses mecanismos, a particularidade da
interacdo hospedeiro-patdgeno vai definir maior ou menor envolvimento de algumas dessas
respostas de defesa, aléem destas variarem com a idade e a condi¢cdo de desenvolvimento da
planta. Para Johal et al. (1995), a resposta de defesa da planta também pode variar de acordo
com o modo de colonizagdo do patdgeno, visto que, microrganismos biotroficos buscam
impedir o desencadeamento dos mecanismos de defesa do hospedeiro, enquanto nos
necrotroficos, 0s genes de resisténcia buscam anular os mecanismos de patogenicidade do
invasor. Diante disso, as plantas langam seus mecanismos de defesa de acordo com a finalidade

de cada microrganismo.

5.1. Mecanismos estruturais (pré e pos-formados)
Os mecanismos de defesa estruturais sdo basicamente barreiras fisicas, impedindo a
penetracdo e colonizagdo do patdgeno (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN;
PASCHOLATI, 2008). Os mecanismos estruturais pré-formados pertencem a propria
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constituicdo da planta. Dentre os que podem contribuir para a resisténcia estdo a cuticula,
tricomas, estdbmatos e fibras ou vasos condutores. Em relagdo aos estruturais pos-formados,
estes surgem no hospedeiro ap0s o contato com o patdgeno, por exemplo, papilas, halos,
lignificacdo, camada de cortica e abscisao, tiloses e glicoproteinas ricas em hidroxiprolina
(PASCHOLATI; LEITE, 2008).

Respostas de defesa associadas a parede celular de cana-de-agUcar contra o Carvédo
(Sporisorium scitamineum) foram caracterizadas por Marques et al. (2018), ao observarem
respostas histopatologicas relacionadas a alteracdes parietais em variedades resistentes em dois
momentos: respostas precoces (24 horas apds inoculacdo) e tardias (72-96 h.a.i). Os primeiros
estagios de infeccdo estavam associados a deposicdo parietal de compostos fendlicos e de
lignina. Em relacdo as respostas tardias, houve a formacgéo de uma faixa composta por células
com paredes providas de lignina, calose, celulose e arabinoxilano. Tais modificacfes na parede
celular podem evitar ou atrasar a entrada do fungo nos tecidos meristematicos.

Segundo Matiello, Barbieri e Carvalho (1997), quando um fungo fitopatogénico comeca
a penetrar através da parede celular, seja com hifas ou haustérios, as plantas resistentes
respondem a esse ataque com a sintese de novos carboidratos, principalmente com calose e
celulose, localizadas no interior da parede celular. Chowdhury et al. (2014) relataram que a
cuticula e a padere celular servem como barreira para a primeira linha de defesa das plantas
para proteger as células da invasdo bem-sucedida por patdgenos fungicos.

5.2. Mecanismos bioquimicos (preé e pés-formados)

Os mecanismos de defesa bioquimicos produzem substancias capazes de inibir o
desenvolvimento do patdgeno, ou geram condi¢des adversas a sua sobrevivéncia nos tecidos do
hospedeiro (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). Nos mecanismos
bioquimicos pré-formados, estdo envolvidos compostos fendlicos, alcaldides, fototoxinas,
inibidores proteicos, quitinases, B-1,3 glucanases, entre outros. Por sua vez, os fatores
bioquimicos pds-formados compreendem as fitoalexinas, espécies reativas de oxigénio,
proteinas relacionadas a patogénese (PR) e reacdo de hipersensibilidade (PASCHOLATI,
DALIO, 2018).

Substancias bioquimicas pré-formadas estdo presentes em altas concentra¢des nos tecidos
sadios das plantas, e em alguns casos, podem ser convertidas em substancias altamente toxicas,
como resposta a infeccdo (PASCHOLATI et al., 2008). Su et al. (2016) analisaram as alteragdes
fisiologicas e bioquimicas causadas pelo Carvao (S. scitamineum) em cana-de-agucar. Os

autores observaram o agrupamento de enzimas relacionado a eliminacdo de espécies reativas
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de oxigénio (ERO), como peroxidase, ascorbato peroxidase, catalase, superoxido dismutase, -
1,3-glucanase, molécula como malondialdeido e proteinas ligadas a patogénese (PR), em trés
componentes principais nas variedades resistentes. A taxa de contribuicdo cumulativa desses
componentes para avaliar resisténcia em cana-de-agucar foi de 80,18%, sugerindo esses como

indicadores biologicos Uteis para resisténcia ao Carvao na cultura.

5.2.1. Enzimas do sistema antioxidante e de defesa
As plantas sofrem mudancas bioquimicas significativas em resposta ao ataque de
estressores bioticos, em especial os fitopatogenos (HILDEBRAND et al.,1986). Nesse sentido,
Zhao et al. (2011) afirmam que a eficiéncia destas respostas de defesa resulta em padrdes que
caracterizam suscetilidade ou resisténcia. Dessa forma, Miller et al. (2010) relataram que para
sobreviver, as plantas passam por mudancas fisioldgicas, suportam a duracdo de condicGes de
estresse e apresentam capacidade de rapida resposta de defesa.

Quando as plantas sdo expostas aos estressores bidticos, ocorre alteracdo na homeostase
celular e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERQO's) se torna maior do que a
capacidade antioxidante da célula, caracterizando assim o estresse oxidativo (PANDHAIR;
SEKHON, 2006). De acordo com Cassells e Cury (2001) e Miller et al. (2001), o estresse
oxidativo € definido como sendo um desequilibrio, em qualquer compartimento celular, entre
0s niveis enddgenos de compostos oxidantes e antioxidantes, ocasionando assim o acumulo de
EROs. A producdo e o acimulo de EROs nas plantas resulta em destruicdo severa de organelas
e afeta funcBes celulares, causando a peroxidacdo da membrana celular, degradacdo de
macromoléculas bioldgicas e, finalmente, morte celular (BARTELS; SUNKAR, 2005; GILL;
TUTEJA, 2010). De acordo com Mittler (2002), as EROs funcionam como moléculas
sinalizadoras em plantas, estando envolvidas no fechamento estomatico, gravitropismo
radicular, tolerancia a deficiéncia de oxigénio, fortalecimento da parede celular, senescéncia,
producdo de fitoalexinas, fotossintese, abertura estomatica e controle do ciclo celular. No
entanto, é importante salientar que a funcéo de um sinalizador de estresse depende do equilibrio
entre a producdo de EROs e a producdo de substancias antioxidantes (MITTLER, 2002).

Os compostos antioxidantes séo a primeira linha de defesa contra os danos causados pelos
radicais livres e sdo essenciais para a saude das células vegetais (MILLER et al., 2010; RAJPUT
etal., 2016). Na bioquimica das plantas, existem EROs classificadas como radicais livres. Essas
moléculas sdo formas reduzidas do oxigénio molecular (O2), extremamente reativas e que
podem causar danos oxidativos a diversos componentes celulares. Eles incluem o anion

superdxido (O27), peroxido de hidrogénio (H203), radical hidroxilico (OH") e oxigénio singleto
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(*02) (MITTLER, 2002).

Os principais locais de geracdo das EROs séo os cloroplastos e as mitocondrias. O sistema
fotossintético de transporte de elétrons (ETS) gera oxigénio singleto (*O2) e superéxido
(O27). As mitocondrias possuem ambiente rico em O e carboidratos, além de estarem
associadas a fotorrespiragdo. Entretanto, ha outros locais para a geracdo de EROs, como o
reticulo endoplasmaético, membrana celular, parede celular e apoplasto (RHOADS et al., 2006).

Soares e Machado (2007) afirmam que na estrutura das EROs existe um ou mais elétrons
desbalanceados. Assim, no processo de respiracdo celular, o oxigénio (O2) é completamente
reduzido ao longo da cadeia respiratéria por quatro elétrons, gerando duas moléculas de agua.
Bartosz (1997) e Mittler (2002) justificam a formacdo de moléculas reativas, devido escapes de
alguns elétrons da cadeia, resultando em reducdo parcial do O.. Neste sentido, na linha de
producdo das EROs, Apel e Hirt (2004) e Halliwell (2006) explicam que os radicais de
superoxido (O27) sdo os primeiros a serem produzidos nos cloroplastos, por meio da reducéo de
O> durante o transporte de elétrons na etapa fotoquimica da fotossintese, sob condicdes de alta
relacgio NADPH/NADP. Ja o oxigénio singleto (*O), considerado altamente prejudicial as
células pela sua alta reatividade, é formado na fotossintese durante o processo de dissipacao do
excesso de energia de moléculas de clorofila excitadas associadas ao fotossistema I (MULLER
etal., 2001).

O peroxido de hidrogénio (H202) é uma molécula moderadamente reativa, que pode
atravessar membranas atraves das aquaporinas (BIENERT; SCHJOERRING; JAHN, 2006),
apresenta meia-vida relativamente longa (1ms) e seu excesso nas células ocasiona estresse
oxidativo (BHATTACHARJEE, 2012). Ele desempenha dois papéis, um de sinalizador em
baixa concentracdo, acionando a tolerancia a varios estresses bidticos e abidticos, e outro de
programador, quando em alta concentracdo, liderando a morte programada da célula
(BHATTACHARIEE, 2012). O radical hidroxila (OH") é o mais reativo entre as EROs, e é
produzido a partir de O2 e H20-, na reacdo de Haber-Weiss, sendo responsavel por mediar a
toxicidade de oxigénio in vivo. Os OH™ podem potencialmente reagir com todas as moléculas
bioldgicas, como DNA, proteinas e lipidios, onde a producdo excessiva leva a morte celular
(GILL; TUTEJA, 2010; VRANOVA et al., 2002).

Pesquisas anteriores relataram que para garantir a sobrevivéncia, as plantas
desenvolveram um sistema antioxidante eficiente com dois caminhos, que trabalham lado a
lado para eliminar as EROs. O primeiro envolve componentes antioxidantes enziméaticos como
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases (POX), ascorbato peroxidase

(APX), guaiacol peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR), monodesidroascorbato redutase
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(MDHAR), e dehidroascorbato redutase (DHAR). Ja o segundo envolve antioxidantes ndo-
enzimaticos como acido ascorbico (AA), glutationa reduzida (GSH), a-tocoferol, carotenoides,
flavonoides e o osmdlito prolina (GILL; TUTEJA, 2010; MILLER et al., 2010).

A SOD fornece a primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos dos niveis elevados
das EROs, uma vez que remove o0 O2", catalisando a sua dismutacdo, onde um O>" é reduzido a
H>0> e outro é oxidado a O». Portanto, ela remove 0 O™ e diminui o risco de formacdo de OH"
no interior das células. As SODs séo classificadas em trés isoenzimas com base no ion metalico
a que se ligam, Mn-SOD (localizada nas mitocondrias), Fe-SOD (localizada nos cloroplastos)
e Cu/Zn-SOD (localizada no citosol, peroxissomos e cloroplastos) (GILL; TUTEJA, 2010;
MITTLER, 2002).

Seguindo com a desintoxicacdo das células, entra em acdo a Catalase (CAT), enzima
responsavel pela dismutacéo direta de H,O2 em H20 e Oz, removendo este perdxido gerado nos
peroxissomos por oxidases envolvidas na oxidacdo de acidos graxos, fotorespiracdo e
catabolismo de purinas (GILL; TUTEJA, 2010). Niveis elevados de H20, sdo toxicos para a
planta, enquanto concentracfes baixas desempenham papel importante na transducao de sinal
nas plantas atacadas e nos seus estressores bidticos, como os fitopatdgenos (PRASAD et al,
1994). A CAT ¢é a principal via de degradacao do H>O> quando as plantas ativam este sistema,
ao serem infectadas por patdgenos, e ocasiona inibicdo do crescimento do agente causal
(GAYATRIDEVI; JAYALAKSHMI; SREERAMULU, 2012).

Por sua vez, a ascorbato peroxidase (APX) é um componente integral do ciclo Ascorbato-
Glutationa (ASC-GSH). Enquanto a CAT elimina predominantemente H202 nos peroxissomos,
a APX desempenha a mesma funcéo no citosol e no cloroplasto. O APX reduz H>O2 a H20 e
dehidroascorbato (DHA), utilizando o acido ascoérbico (AA) como agente redutor. A APX ¢
amplamente distribuida e tem afinidade melhor para H.O> do que CAT, sendo um eliminador
mais eficiente de H.O> em momentos de estresse (SHARMA; DUBEY, 2004).

Em seguida, a peroxidase (POX) cataliza a oxidacdo entre H>O. e varios
redutores, desempenha importante papel nos processos fisiologicos das plantas, aumentando as
barreiras mecénicas, tornando a penetracdo do patdgeno mais lenta. Estd presente na
lignificacdo, suberizacdo, formacdo e reticulagio de componentes da parede celular,
catabolismo de auxinas, senescéncia, protecdo contra o0 ataque de patdgenos, insetos e
estressores abioticos. Esta enzima é relativamente estavel em altas temperaturas, e atualmente
é usada como modelo em estudos de estrutura protéica, reacdes e fungdes enzimaticas, e esta
relacionada a diversos processos de defesa da planta em resposta a estresses bioticos e abidticos
(ALMAGRO et al., 2009; GULSEN et al., 2010; HIRAGA et al., 2001; WAR et al., 2012).
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A compreensdo do mecanismo de resisténcia do hospedeiro e a interacdo bioguimica
patdgeno-hospedeiro desempenham papel vital na identificacdo de gendtipos com resisténcia
eficaz e durdvel. Os compostos de defesa mais comumente estudados que atuam como primeira
linha de defesa sdo proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKS), peroxidase (POD) e
fenilalanina amodnia liase (FAL). Essa ultima, é a enzima do metabolismo secundario mais
intensivamente estudada em plantas, devido a importancia nas rea¢fes do metabolismo dos
compostos fendlicos e estabilidade e facilidade de preparacdo para os ensaios enzimaticos. A
FAL é responsavel pela desaminacdo da L-fenilalanina, transformando-a em é&cido trans-
cindmico e amdnia. O &cido trans-cindmico pode ser incorporado em diferentes compostos
fendlicos (acido 4-coumarico, &cido cafeico, acido ferulico e &cido sinapico), os quais estéo
presentes na formacao de ésteres, coumarinas, flavonoides e ligninas (SCHWAN-ESTRADA
et al., 2008).

Pesquisas anteriores realizadas por Kurama et al. (2002) descreveram a expressao das
enzimas superoxido dismutase, glutationa-S-transferase, glutationa peroxidase e catalase,
envolvidas na desintoxicacdo de EROs em momentos inicias da interacdo Puccinia
melanocephala x cana-de-aclcar. Almeida et al. (2012) observaram aumento na atividade das
enzimas lipoxigenases, peroxidases, fenilalanina amoénia-liase, quitinases e da proteina total -

1,3-glucanases, em gendtipos de soja contra Phakopsora pachyrhizi.

6. Parametros fisiologicos

A cana-de-acgUcar apresenta metabolismo fotossintético C4, o qual € caracterizado por
uma série de adaptacdes anatbmicas e bioguimicas capazes de concentrar CO2 ao redor do sitio
de carboxilacdo da rubisco. Para que ocorra o processo fotossintético, a energia radiante
disponivel deve primeiro ser absorvida pelos cloroplastos, onde ocorre a fotossintese, por meio
de receptores chamados pigmentos fotossintéticos, os quais funcionam principalmente como
um complexo de antenas, captando a luz e enviando a energia para os locais apropriados, 0s
centros de reacdo. Esses receptores sao clorofilas e pigmentos acessorios (LARCHER, 2006).

A concentracdo desses pigmentos fotossintéticos esta relacionada com a capacidade de
absorcdo de radiagdo. A reducdo de pigmentos de clorofila em Orgdos vegetais pode estar
relacionada a varios fatores de estresse, tanto bidticos quanto abidticos, sendo reconhecida pela
mudanca de cor do tecido fotossintético, caracterizando um quadro de clorose (BACCI et al.,
1998; LARCHER, 2006). Assim, a mensuracdo das clorofilas a e b nas folhas pode ser um
indicador atil quanto a acdo de algum fator de estresse capaz de provocar a reducao do potencial
fotossintético a partir da degradagéo das clorofilas. Estudos mostram que variedades de cana-
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de-agUcar respondem diferentemente a determinados estresses dependendo da maior ou menor
capacidade em manter o teor de pigmentos fotossintéticos. Essa diferenca de capacidade é uma
caracteristica importante a ser utilizada em testes de selecdo de variedades resistentes a
diferentes tipos de estresses (SILVA et al., 2014).

Os pigmentos fotossintéticos, apds receberem a energia dos fotons de luz e passarem para
um estado excitado (instavel e de curta duracdo), dissipam essa energia radiante absorvida
(desexcitacdo), e apenas parte dela € utilizada no processo fotoquimico; o restante é convertido
em radiacdo fluorescente, fosforescente e calor (LARCHER, 2006). Este fato € extremamente
importante, pois ao registrar a emissdo de fluorescéncia em folhas intactas e tecidos verdes
(clorofila e fluorescéncia in vivo), € possivel avaliar com sensibilidade o estado do fotossistema,
bem como o efeito de influéncias ambientais na fotossintese. O uso da eficiéncia quantica do
fotossistema Il (Fv/Fm) como ferramenta de fenotipagem tem sido bem-sucedido para
identificar cultivares de trigo com diferentes desempenhos fotossintéticos sob varias condigdes
de estresse térmico, bem como para cultivares de milho tolerantes & seca (SHARMA et al.,
2015; SOUSA et al., 2017). O parametro Fv/Fm tem sido utilizado para diferenciar tecidos
foliares saudaveis e doentes, bem como para determinar as alteragdes temporais e espaciais que
ocorrem durante o processo de infeccdo de patdgenos (ROLFE; SCHOLES, 2010). A analise
quantitativa e as imagens de Fv/Fm permitiram a selecdo de cultivares de feijdo mais resistentes
ao mildio bacteriano (ROUSSEAU et al.,, 2013). Este método consiste na medi¢cdo da
fluorescéncia da clorofila a emitida por uma determinada amostra de tecido vegetal exposta a
um pulso saturante de luz, apds adaptacdo prévia ao escuro, induzindo o aparato fotossintético
(BAKER; ROSENQVIST, 2004; BERGER; SINHA; ROITSCH, 2007; LARCHER, 2006).

Diante do exposto, este trabalho objetivou avaliar processos bioquimicos e fisiol6gicos

alterados em gendtipos de cana-de-agucar suscetivel e resistente a P. kuehnii.
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar as alteragdes bioquimicas e fisiologicas em
gendtipos de cana-de-agucar resistentes e suscetiveis a Puccinia kuehnii em resposta a infec¢éo.
O primeiro experimento foi conduzido em condicOes de casa de vegetacdo em esquema fatorial
2 X 2 x 4, sendo dois genotipos (resistente e suscetivel), plantas inoculadas e ndo inoculadas e
quatro épocas de avaliacdo (2, 20, 34 e 48 dias apds a inoculagdo — DAI). O delineamento
experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. As plantas foram
inoculadas 52 dias apds o plantio, com suspensdo na concentracio de 5x10* uredinidsporos
viaveis mL™? e mantidas em camara umida por 24 horas. Em seguida as plantas foram
transferidas para casa de vegetacdo, onde permaneceram até o final do experimento. Os
periodos de incubacédo e laténcia foram determinados a partir de avaliacdes diarias. Apds o
aparecimento dos primeiros sintomas, foi quantificada a severidade da doenca na folha +1, com
auxilio de escala diagramatica, aos 2, 20, 34 e 48 DAI. A partir dos valores de severidade, foi
construida a curva de progresso da doenca e calculados os valores de Area Abaixo da Curva de
Progresso da doenca (AACPD). Nesse mesmo periodo foi quantificada as atividades de enzimas
do sistema antioxidante [superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX), peroxidase (POX)] e de defesa: fenilalanina aménia liase (FAL). No experimento
conduzido em condigOes de campo, sob delineamento em blocos casualizados, avaliaram-se a
severidade da doenca e os componentes fisioldgicos, para 0s mesmos gendétipos, mas sob
condicbes de infeccdo natural. Foram avaliados pigmentos fotossintéticos, eficiéncia
guantantica do fotossistema Il e extravasamento de eletrolitos. As avaliagdes foram
determinados em plantas com 130 dias de idade ap6s o segundo corte. Em casa de vegetacédo,
os periodos de incubacdo e laténcia para o gendtipo suscetivel foram de 8 e 19 dias,
respectivamente. A curva de progresso da doenca apresentou evolugdo gradual, no genétipo
suscetivel, atingindo severidade final de 1,83 %. As atividades das enzimas SOD, CAT, APX,
POX e FAL foram superiores no genotipo suscetivel inoculado, coincidindo com os maiores
valores do progresso da doenca ao longo do tempo avaliado. Nos gendtipos inoculados, houve
aumento significativo para o suscetivel na atividade da enzima SOD de 33% e 25% aos 34 e 48
DAI, respectivamente, em comparacdo ao gendtipo resistente. Da mesma forma, houve
aumento durante esse periodo para as enzimas CAT (45-22 %) e APX (36-41 %). Para a
atividade da POX observou-se mudancas no padrdo de comportamento em ambos os genétipos
ao longo do tempo de avaliagdo, com maior atividade para o gendtipo resistente (26% e 31%)
aos 2 e 20 DA, respectivamente, em comparacdo com o gendtipo suscetivel. No entanto, aos
48 DAL, o gendtipo suscetivel apresentou aumento de 56% na atividade da enzima. A atividade
da FAL foi significativamente maior no genoétipo suscetivel em comparagdo ao genoétipo
resistente. Houve aumento de 18%, 12% e 19% aos 2, 20 e 48 DAI, respectivamente, no
genotipo suscetivel. Em campo, houve redugdes na taxa fotossintética devido a agdo infecciosa
do patogeno, resultando em baixas concentracdes de pigmentos (60, 40 e 44% para clorofila a,
clorofila b e carotenoides, respectivamente) e eficiéncia quantantica do fotossistema I
(fluorescéncia da clorofila a em 12%) no gendtipo suscetivel em relagdo ao genotipo resistente.
Para o extravasamento de eletrolitos ndo houve diferenca significativa entre os gendtipos, com
média geral de 53%. A resposta diferencial dos genoétipos suscetivel e resistente indica que a
suscetibilidade pode estar associada ao acUmulo tardio de compostos antioxidantes. Os
resultados do presente trabalho fornecerdo melhor entendimento dos mecanismos de resisténcia
da cana-de-aglUcar contra P. kuehnii e auxiliardo nas estratégias de sele¢do visando o
desenvolvimento de cultivares resistentes.

Palavras-chave: Saccharum officinarum, Ferrugem alaranjada, Estresse bidtico, Enzimas
antioxidantes.
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INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agucar, com producédo de 610,1 milhGes
de toneladas na safra 2022/23, o que corresponde a aproximadamente 40% da producéo
mundial. Os principais produtos obtidos desta cultura sdo o aclcar e o etanol (CONAB 2023).
Embora a producdo e a produtividade nacional sejam elevadas, a cana-de-aglcar €
negativamente afetada por diversos fatores que podem comprometer o seu rendimento. Dentre
eles, cita-se 0 ataque de pragas e doencas, ocasionando danos na produtividade estimados em
30% (Cheavegatti-Gianotto et al. 2011; FAO 2020).

Dentre as principais doengas que impactam a producéo de cana-de-agUcar, destaca-se a
Ferrugem alaranjada causada pelo fungo biotréfico Puccinia kuehnii (W. Kriiger) E.J. Butler.
O patdgeno foi inicialmente relatado por Kriiger em 1890 em cana-de-acgucar, na llha de Java.
Posteriormente, chegou ao hemisfério ocidental como decorréncia do intenso comércio global
(Rott et al. 2016). No Brasil, a doenca foi relatada em 2009 nas principais areas produtoras,
sendo responsavel por redugdo de até 50% no rendimento de variedades consideradas
suscetiveis e moderadamente resistentes (Barbasso et al. 2010; Chapola et al. 2016; Hoy et al.
2014; Magarey et al. 2001). Os sintomas iniciais sdo pequenas manchas foliares levemente
arredondadas, de coloragédo alaranjada, geralmente na face abaxial das folhas. As manchas
evoluem de forma gradativa para as pustulas, que rompem a epiderme das folhas, e expdem a
massa de uredinidsporos. Segundo Croft et al. (2000), em condicbes de alta severidade,
geralmente ocorre a coalescéncia das lesdes (pustulas), seguidas de necrose, ocasionando
estresse hidrico e reducdo do rendimento dos colmos. Além disso, as lesdes reduzem o teor de
clorofila das folhas infectadas, a eficacia da fixacdo de carbono, a condutancia dos estbmatos e
a taxa de fotossintese (Zhao et al. 2011).

A resisténcia da planta hospedeira tem sido o método mais sustentavel de manejo da
Ferrugem alaranjada (Matsuoka et al. 2005). Plantas resistentes podem reconhecer a invasédo de
agentes patogénicos e acionar mecanismos de defesa para impedir o estabelecimento de
parasitismo (Carvalho e Barcellos 2012). O estabelecimento de patogenos biotroficos requer
tecidos vivos do hospedeiro para capturar nutrientes para seu desenvolvimento e secrecdes de
efetores (Correr et al. 2020). A relevancia bioldgica deste grupo de moléculas essenciais
secretadas pelos patdgenos envolve o controle/modulacdo do sistema imune da planta. Os
efetores podem ser eventualmente reconhecidos por proteinas de resisténcia de plantas, que
geralmente sdo seguidas por uma explosao de espécies reativas de oxigénio intracelular (EROs).
Isso induz uma série de reagdes bioguimicas, metabolicas e fisiologicas na planta hospedeira.

Dentre essas reagoes, a atividade das enzimas de defesa desempenha um papel importante na
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planta durante os est&gios iniciais da invasdo do patgeno (Blokhina et al. 2003).

Apesar de inimeros relatos envolvendo alteragdes bioquimicas e fisiologicas em
diferentes interacfes patdgeno-hospedeiro, poucos sdo os estudos envolvendo o presente
patossistema. Assim, o trabalho tem por objetivo determinar as alteracbes nos processos
bioquimicos (via andlise da atividade de enzimas do sistema antioxidativo) e fisiolégicos
(denotados pelos pigmentos fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila a) em genotipos de

cana-de-agucar infectados por P. kuehnii.

MATERIAL E METODOS
Reacdes dos genotipos em casa de vegetagao

Instalacdo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo localizada no Campus Sede da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, em Recife-PE. Os genoétipos de cana-de-agucar
utilizados foram RB101130, resistente a Ferrugem alaranjada, e RB021754, suscetivel a
doenca. Avaliaram-se nesses genotipos a severidade da Ferrugem alaranjada e paramétros
bioquimicos associados a resisténcia. Para isso, mini rebolos de gema Unica, foram plantados
em sacos de polietileno com capacidade de 1 L (15 x 20 cm), contendo mistura de areia e
substrato, na proporcdo 1:1. As mudas foram regadas diariamente, com aplicacdo semanal de
solugdo nutritiva, preparada de acordo com Hoagland e Arnon (1950). As plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo durante a conducdo do experimento.

A coleta dos urediniosporos de P. kuehnii foi realizada com auxilio de capsulas de
gelatina devidamente esterilizadas. Os urediniosporos foram obtidos diretamente de folhas de
variedade suscetivel, com sintomas da doenca, oriundas do campo. Em seguida, 0s esporos
coletados foram mantidos no escuro em temperatura ambiente até 0 momento da inoculacéo.

Para avaliar a viabilidade dos uredinidsporos, foi preparada uma suspensao e depositada
em quatro placas de Petri, contendo meio agar-agua (2%), sendo espalhada em seguida, com
auxilio de alca de Drigalski. As placas foram incubadas no escuro por 24 horas, em temperatura
24,3 °C e posteriormente, avaliaram-se 200 urediniésporos, entre germinados e ndo
germinados, para determinar a porcentagem de uredinidsporos viaveis (Minchio et al. 2011),
apresentando 68% de viabilidade.

A suspensdo de esporos foi preparada em agua destilada e ajustada para a concentracao



© 00 N o o B~ W N P

T S T e = S N R S T i =
P O © ©® N o 0o M W N P O

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

34

de 5 x 10* urediniésporos viaveis mL™, utilizando hemacitémetro (Sood et al. 2009). Em
sequida, plantas com 52 dias de idade foram transferidas para cdmara de crescimento e
inoculadas com a suspensdo obtida, com auixilio de um pulverizador manual (Chapola et al.,
2016).

Apos a inoculagdo, as plantas foram mantidas em camara Umida, por 24 horas, com
temperatura média de 21,4 °C e umidade relativa do ar média de 93,5%, condic¢Bes consideradas
favoraveis a germinacao dos esporos (Minchio et al. 2011). Posteriormente, as plantas foram
transferidas para casa de vegetacdo, para a conducao dos ensaios e avaliacdes. A temperatura
média durante a conducdo do experimento em casa de vegetacdo foi de 27°C (minima de 20°C
e maxima de 41,3°C), e a umidade relativa do ar média foi de 76,7% (minima de 33,2% e
méaxima de 100%).

O experimento foi instalado em esquema fatorial 2 x 2 X 4, sendo dois genotipos
(resistente e suscetivel), plantas ndo inoculadas e inoculadas com Puccinia kuehnii e quatro
épocas de avaliacdo, 2, 20, 34 e 48 dias apos a inoculagdo (DAI). As parcelas foram dispostas
em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes por tratamento. Cada parcela
consistiu de uma planta, das quais foram coletadas as folhas +1 para amostragem destrutiva,
para as analises bioquimicas. Os tratamentos foram comparados quanto a inoculagdo e seu
controle em cada tempo avaliado para cada genétipo. Em seguida, comparacdo entre 0s
genotipos dentro de cada tratamento em cada tempo avaliado. As médias dos tratamentos foram
comparadas usando o teste t (P < 0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas com
auxilio do Software R (R Core Team, 2023).

Quantificdo da severidade da Ferrugem alaranjada

Para quantificar a severidade da doenca, apos a inoculagéo, as plantas foram avaliadas
diariamente, até o aparecimento dos primeiros sintomas, com auxilio de escala diagramatica
para Ferrugem alaranjada (Klosowski et al. 2013). As notas de severidade foram atribuidas
considerando a distribuicdo da doenca em toda a extensdo do limbo foliar, determinando o
periodo de incubacdo e o periodo de laténcia da doenca. Com esses dados, foram
confeccionadas as curvas de progresso da doenca, e calculados os valores de Area Abaixo da
Curva de Progresso da Doenga (AACPD), conforme a equagado 1, proposta por Shaner e Finney
(1977). Na ultima avaliagdo, determinou-se o nimero de lesdes por cm? em trés posicdes na

folha +1 (base, medio e apice), sendo considerada a média das trés leituras para cada amostra.
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n-1

i + i+1 ] )
AACPD = z (%) x (£ —th)

i=1
Equacao (1)

Em que:

AACPD = Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca; yi = Propor¢do da doenca na i-
nésima observacgdo; ti = Tempo da i-nésima observacdo (em dias); n = Numero total de
observacgoes.

Determinacdo dos parametros bioquimicos

Determinacéo da atividade de enzimas antioxidantes

Para todas as andlises bioquimicas, foram coletadas amostras da folha +1 das plantas de
cada tratamento aos 2, 20, 34 e 48 DAI. Coletou-se 0,2 g de fragmentos de folhas por parcela,
os quais foram macerados separadamente em almofariz com N2 liquido até a obtencdo de um
po fino (Nunes-Nesi et al. 2007). Este foi homogeneizado em 1,5 mL de tampéao fosfato de
potassio 50 mM (pH 6,8), contendo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto
de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVP) 2% (m/v). O homogeneizado
foi centrifugado a 12.000 x g, por 20 minutos, a 4 °C e o sobrenadante foi usado como extrato
para as determinacdes enzimaticas da atividade da superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), ascorbato peroxidase (APX) e peroxidase (POX).

A atividade da superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1 (Nomenclatura do Comité da
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular)) foi determinada pela metodologia
de Del Longo et al (1993), medindo a capacidade da enzima em reduzir fotoquimicamente o
azul de p-nitrotetrazolio (NBT). A reacéo foi iniciada adicionando 5 pL do extrato enzimético
bruto a 245 pL de uma mistura contendo tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina
13 mM, NBT 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM. A reacéo foi realizada a 25 ° C sob
luz de lampada de 15 W por 10 minutos. Seguindo o método, a formazana azul, produzida pela
fotorreducdo do NBT, foi medida em espectrofotémetro (Multiskan SkyHigh), a 560 nm por 1
minuto (Giannopolitis e Ries 1977). Para as amostras de controle, a mistura de reagéo foi
mantida no escuro por 10 minutos e a absorbancia medida a 560 nm. Uma unidade da SOD foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotoredugdo do NBT
(Beauchamp e Fridovich 1971).

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada pelo método de Cakmak e
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Horst (1991). A mistura de reacdo foi constituida de tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH
6,8) e de H202 20 mM em um volume de 2 mL. A reagéo foi iniciada pela adigdo de 5 pL do
extrato foliar a 245 uL. da mistura, e a atividade foi determinada pelo consumo de H20- a 240
nm, durante 1 minuto, a 25 °C, em espectrofotdmetro (Multiskan SkyHigh). A atividade da
CAT foi expressa em mmol/minuto/mg* de proteina (Anderson et al. 1995).

A atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) foi determinada pelo método
de Nakano e Asada (1981). A reagdo foi iniciada pela adigdo de 5 uL. do extrato foliar bruto a
245 L de uma mistura de reacdo contendo 50 mM de tampao fosfato de potassio (pH 6,8), 1
mM de H20, e 0,8 mM de ascorbato. A atividade foi medida pela oxidagédo do ascorbato a 290
nm, durante 1 minuto, a 25 °C, em espectrofotometro (Multiskan SkyHigh). Um coeficiente de
extincéo de 2,8 mM cm foi utilizado para calcular a atividade de APX. A atividade da APX
foi expressa em umol/minuto/ mg™ de proteina.

A atividade da peroxidase (POX, EC 1.11.1.7) foi determinada pela oxidacdo do
pirogalol, de acordo com a metodologia de Kar e Mishra (1976). A reacgdo foi iniciada apos a
adicdo de 5 pL do extrato enzimatico bruto a 245 pL de uma mistura de reacéo contendo fosfato
de potassio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 20 mM e H20. 20 mM. A absorbancia foi medida a 420
nm em espectrofotdbmetro (Multiskan SkyHigh), durante 1 minuto, ap6s adi¢do do extrato a
mistura. O coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM cm foi usado para calcular a atividade
da POX (Chance e Maehley 1955), expressa em mM de purpurogalina produzida por

minuto/mg de proteina.

Determinacdo da atividade de enzima de defesa

O processo de avaliagdo da atividade da fenilalanina amoénia liase (FAL, E.C. 4.3.1.5) foi
conduzido pela metodologia empregada por Guo et al. (2007), com modificacdes. A reacédo foi
iniciada pela introdugdo de 10 puL da enzima na mistura de reagdo composta por 240 pL de
solucéo contendo 40 mM de tampé&o borato de sodio (pH 8,8) e 20 mM de L-fenilalanina. A
incubacéo da mistura reacional ocorreu a 30°C durante uma hora. Para as amostras de controle,
o0 tampéo borato foi empregado no lugar do extrato. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de
50 uL de HCI 6N e a absorbancia dos derivados do acido transcinamico foi registrada a 290
nm. O coeficiente de extingdo de 10 M cm™ (Zucker 1965) foi empregado para estimar a
atividade da FAL. A atividade enzimatica foi expressa com base na concentracdo de proteina

obtida para cada amostra determinada pelo método de Bradford (1976).

Reacdo dos gendtipos em campo
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Determinacéo dos paréametros fisiologicos

O experimento de campo foi conduzido na Estacdo de Floragdo e Cruzamento de
Devaneio/Universidade Federal Rural de Pernambuco, situada no municipio de Amaraji,
mesorregido da Zona da Mata de Pernambuco. As coordenadas do ponto de referéncia da area
experimental sdo latitude - 8,327928°, longitude -35,409199° e 514 m altitude, com
precipitacdo pluvial média anual de 2.600mm.

Cada genotipo consistiu de um tratamento, onde as plantas foram distribuidas em parcelas
constituidas por trés linhas de 5 m de comprimento cada, com espacamento de 1,4 m entre
fileiras. O delineamento experimental foi o de blocos casualizados, com quatro repeticées, sob
condigOes de infecgdo natural por P. kuehnii provenientes de cultivos comerciais localizados
no entorno da area experimental e plantio de dois sulcos de bordadura e entre os blocos com
linhas infectivas com variedade SP 78-4764 (padrdo de suscetibilidade a Ferrugem alaranjada).

Para quantificar as alterac@es fisioldgicas, em cada parcela avaliou-se a severidade da doenca e
0s componentes fisioldgicos, para 0s mesmos genotipos estudados em casa de vegetacdo, RB101130 e
RB021754. Foram avaliados pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b e carotenoides),
eficiéncia quantica do fotossistema Il (fluorescéncia da clorofila a) e extravasamento de eletrélitos. As
avaliacdes foram determinadas em plantas com 130 dias de idade apds o segundo corte na folha +1. As
médias dos tratamentos foram comparadas usando o teste t (P < 0,05). Todas as analises

estatisticas foram realizadas com auxilio do Software R (R Core Team, 2023).

Eficiéncia quantica do fotossistema 11

Foram quantificados parametros relacionados a fluorescéncia da clorofila a, com auxilio
de fluorémetro portéatil (FluorPen, modelo FP100, Photon Systems Instrumentes), sendo eles a
Fluorescéncia inicial (Fo), Fluorescéncia variavel (Fy), Fluorescéncia maxima (Fm) e Eficiéncia
quantica do fotossistema Il (Fv/Fm). O protocolo de determinacéo da florescéncia foi adaptado
de acordo com Souza et al. (2021). Para tanto, uma pinca foi fixada na por¢do mediana da folha
+1 evitando-se a nervura central, e apos adaptacdo da area foliar ao escuro por 30 minutos,

realizaram-se as leituras.

Determinacéo da concentragdo de pigmentos fotossintéticos

As concentracdes de clorofila a, clorofila b e carotenoides foram determinadas a partir de
cinco discos de folhas +1 (5 mm de didmetro) de duas plantas por parcela, usando como extrator
o dimetilsulféxido (DMSO) (Santos et al. 2008). Os discos coletados foram imersos em tubos
falcon contendo 5 mL de solucdo saturada de DMSO e mantidos no escuro & temperatura de 24

°C por 24 horas. As absorbancias dos extratos foram lidas a 480, 649 e 665 nm, usando um
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espectrofotometro (Multiskan Sky Microplate, Thermo Fisher Scientific). A solucdo saturada
de DMSO foi usada como controle. As concentracGes de clorofila a, clorofila b e carotenoides

foram calculadas de acordo com Wellburn (1994).

Determinacéo do extravasamento de eletrolitos

O extravasamento de eletrdlitos foi determinado de acordo com a metodologia de Lima
et al. (2002), com modificacdes. Com isso, foram coletados 22 discos foliares (5 mm de
diametro) da folha +1 de duas plantas em cada parcela, os quais foram lavados em agua
deionizada imediatamente apds serem amostrados. Em seguida, eles foram mantidos em 50 mL
de 4gua deionizada, em tubos falcon, por 2 horas, sob 25°C. Apds esse periodo, foi realizada a
primeira leitura da condutividade elétrica inicial (Xi), com auxilio de condutivimetro (Tec-4MP
Condutivimetro), em S cm™. Em seguida, os tubos foram transferidos para estufa por 2 horas a
90°C, para realizar a segunda leitura da condutividade final (Xr) de cada amostra. O nivel de
eletrdlito (NE), dado em porcentagem, foi obtido dividindo-se o valor da primeira leitura pelo
valor da segunda leitura: [(Xi/Xs) x 100] (Scotti Campos e Thu Pham Thi, 1997).



© 00 N o o B~ W DN

e e =
N B O

13
14
15

16
17

18
19

39

RESULTADOS

Para as variaveis epidemioldgicas analisadas, foram observadas diferengas entre os
gendtipos resistente e suscetivel, em condigdes de casa de vegetacdo. Os sintomas da Ferrugem
alaranjada surgiram inicialmente como pontuaces cloroticas na face inferior das folhas mais
jovens, evoluindo posteriormente para formacdo de pustulas de coloracdo alaranjada,
distribuidas por toda a superficie das folhas do gendtipo suscetivel. Os periodos de incubagdo
e laténcia foram de 8 e 19 DAL, respectivamente (Tabela 1). Ndo houve sintomas da doenga no
gendtipo resistente. A curva de progresso da doenca para 0 genétipo RB021754 apresentou
aumento significativo no intervalo de tempo avaliado, aos 20 DAI (Fig. 1). Nesse periodo,
foram registradas temperaturas médias entre 23 e 26 °C e umidade relativa do ar entre 78 e 95%
(Fig. 1). O nimero médio de lesdes (NL) no gendtipo suscetivel foi de 13 lesbes por cm? (Tabela
1), enquanto a severidade final foi de 1,83% (Fig. 1). Ja o valor de AACPD foi de 47,06.

Tabela 1 Periodos de incubagdo e laténcia (em dias apds a inoculagdo), Nimero de lesdes (NL)
e valores de Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) na folha +1 nos
genotipos de cana-de-acucar.

Genoétipos Incubacio Laténcia NL AACPD
(DAI) (DAI) (48 DAI)

RB021754 8 19 13 47,06

RB101130 s.d. @ s.d. s.d. s.d.

® Abreviagio para genotipos sem a doenca.

A RB021754 RB101130 B
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Fig. 1 (A) Curva de progresso da severidade da Ferrugem alaranjada, temperatura média (°C) e umidade
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relativa do ar (%) aos 2, 20, 34 e 48 dias apds inoculagdo com Puccnnia kuehnii. (B) Sintomas da
Ferrugem alaranjada em segmentos de folhas dos gendtipos suscetivel (esquerda) e resistente (direita),
aos 48 dias apds a inoculacdo. As severidades médias dentro de cada tempo de avaliacdo marcadas com
um asterisco (*) sdo significativamente diferentes (P < 0,05) entre cultivares de acordo com o teste t.

As atividades das enzimas do sistema antioxidativo foram influenciadas tanto pela
infeccdo causada por P. kuehnii, quanto pelo nivel de intensidade da doenca encontrada nos
genotipos ao longo do tempo. De modo geral, as plantas inoculadas apresentaram aumento na
atividade enzimatica quando comparadas aos seus pares controle. No genotipo RB101130
(resistente), a infec¢do por P. kuehnii aumentou a atividade da SOD em 25% apenas aos 20
DAI. O mesmo padréo de aumento foi observado para a atividade da APX e POX aos 2 e 20
DAL, onde APX foi superior em 42 e 49% e POX em 38 e 47%, respectivamente. J& no genotipo
RB021754 (suscetivel) foi observado aumento de 30% na atividade de SOD aos 34 DAI em
plantas inoculadas em relacdo as plantas ndo inoculadas. Para APX, as médias foram,
respectivamente, superiores em 24 e 33% aos 34 e 48 DAI.

Comparando as plantas dos dois genoétipos, inoculadas com P. kuehnii, os resultados
revelaram diferencas significativas entre os gendtipos avaliados, com maiores valores da
atividade enzimaética antioxidante observados no gendtipo RB021754, padrao suscetivel. Neste
genotipo, a atividade da SOD foi, respectivamente, 33 e 25% superior aos 34 e 48 DAI em
relacdo ao RB101130. O mesmo padrdo de aumento foi observado dentro desse periodo para
CAT (45-22%) e APX (36-41%). Para POX observou-se mudancas no comportamento padrdo
dos gendtipos ao longo do tempo avaliado, com maiores valores observados no padrdo
resistente aos 2 e 20 DAI (26-31%), enquanto aos 48 DA, o padrdo suscetivel elevou em 54%

a atividade da enzima (Fig. 2).
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Fig. 2 Atividade da Superoxido dismutase (SOD) (A e B), Catalase (CAT) (C e D), Ascorbato
peroxidase (APX) (E e F) e Peroxidase (POX) (G e H) determinadas a partir de folhas +1 de plantas de
cana-de-agUcar, nos gendtipos RB021754 (suscetivel) e RB101130 (resistente) ndo inoculadas (NI) e
inoculadas (INOC) com Puccinia kuehnii. Para cada genétipo, as médias entre os tratamentos NI e
INOC, dentro de cada tempo de avaliagio marcadas com um tridngulo invertido (V) sdo
significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste t. As médias entre gendtipos, dentro de cada tempo
de avaliagdo, para tratamentos NI ou INOC, marcada com um asteristico (*), sdo significativamente
diferentes. As barras representam o desvio padrdo das médias.
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A andlise da atividade da FAL revelou diferengas significativas entre plantas nao
inoculadas e inoculadas de cada geno6tipo dentro do tempo avaliado, com os maiores valores
observados no genotipo RB101130 (resistente). Em plantas inoculadas, a atividade da FAL foi
maior em 18, 12, 19%, respectivamente, aos 2, 20 e 48 DAI, para o genétipo RB021754 em
relagdo ao genotipo RB101130 (Fig. 3).

40 - NI . INOC
mRB021754 A B
351 DRB101130 * 1
'% * *
5 30 1 E
S_ *
g’ 25 1 * *
£ v v
£ 20 -
o
£
E 15 - §
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Fig. 3 Quantificacdo da atividade da FAL (A e B) determinadas a partir de folhas +1 de plantas de cana-
de-aglcar, nos geno6tipos RB021754 (suscetivel) e RB101130 (resistente) ndo inoculadas (NI) e
inoculadas (INOC) com Puccinia kuehnii. Para cada genétipo, as médias entre os tratamentos NI e
INOC, dentro de cada tempo de avaliagho marcadas com um tridngulo invertido (V) séo
significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste t. As médias entre gendtipos, dentro de cada tempo
de avaliagdo, para tratamentos NI ou INOC, marcada com um asteristico (*), sdo significativamente
diferentes. As barras representam o desvio padrdo das médias.

Para a severidade da doenca no experimento em campo, ndo houve diferenca significativa
entre 0s genotipos resistente e suscetivel, sendo a média geral 0,19%. No entando, para todos
0s pigmentos analisados e eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm), foram observadas
diferengas significativas entre os padrdes de resisténcia e suscetibilidade. As folhas das plantas
do genotipo RB101130 (resistente) apresentaram, respectivamente, niveis superiores em 60, 40
e 44% para clorofila a, clorofila b e carotenoides em relacdo ao gendtipo RB021754
(suscetivel). Do mesmo modo, valores superiores em 12% foram observados para Fv/Fm no
padrédo resistente, RB101130. Ja para o extravasamento de eletrolitos ndo houve diferenca

significativa entre os genotipos, sendo a média geral de 53% (Fig. 4).



© 00 N oo o b~ w N

e~ s e i =
g A W N L, O

NNONNNDNNEPE PR
OO WNPFPO OOLO~NO®

N
[ep]

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

43

BERB021754 0ORB101130

w » &)]
1 1 )

N
1

Pigmentos fotossintéticos (mg/g FW)

*

; minl |

[
1

Clorofilaa Clorofilab Carotenoides
Cc
B 70,0 -
0,8 - * =
= S 56,0 -
w 8
s =
=~ 06 - £
P 3 420 A
5 3
o (=]
3 04 - 2
p S 280 A
S S
< bt
[} ©
€ 02 g 140 -
2 2
S L
=
%00 . 0,0

Fig. 4 Pigmentos fotossintéticos (A), Eficiéncia quantica do fotossistema Il (B) e Extravasamento de
eletrolitos (C) determinados a partir de folhas +1 de plantas de cana-de-agUcar dos genotipo RB021754
(suscetivel) e RB101130 (resistente) infectadas por Puccinia kuehnii. Para cada gendtipo, as médias
marcadas com um asterisco (*) s@o significativamente diferentes (P < 0,05) pelo teste t. As barras
representam o desvio padrdo das médias.

DISCUSSAO

O presente estudo fornece evidéncias das caracteristicas bioguimicas e fisiologicas
associadas a resposta de genotipos de cana-de-acUcar que diferem em seu nivel basal de
resisténcia a Puccinia kuehnii. Neste estudo, as plantas do genotipo RB101130 foram
classificadas como resistentes, enquanto o genotipo RB021754 foi classificado como suscetivel,
confirmando os resultados obtidos por Lima (2022). Este ultimo apresentou aumento
significativo na atividade de enzimas do sistema antioxidativo, coincidindo com o estresse
causado com o progresso da doenca no tempo avaliado. Os achados relatados aqui séo apoiados
por estudos anteriores de diferentes interacbes hospedeiro-patdgeno, que descrevem que a
resposta das plantas a infeccdo por patdgenos acarreta alteracGes em seu metabolismo que
podem resultar em resisténcia ou suscetibilidade (Peters et al. 2017; Correr et al. 2020).
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Umas das reag0es iniciais de defesa nas plantas apds o reconhecimento do patdgeno é o
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). O acimulo de EROs no local
de infeccdo é considerado um componente central inicial de resposta imune da planta, uma vez
que pode contribuir para o fortalecimento das paredes celulares do hospedeiro via reticulacdo
de glicoproteinas; peroxidacdo lipidica (dano a membrana); inibicdo do crescimento de
patdgenos; inducdo de expressdo génica e agindo como molécula de sinaliza¢do (Silva et al.
2014; Peters et al. 2017). Além disso, a morte celular localizada induzida pelo acimulo de
EROs, chamada resposta de hipersensibilidade (HR), pode aumentar a resisténcia do hospedeiro
a patdgenos biotréficos (Peters et al. 2017).

As enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato do peroxidase
(APX) e peroxidase (POX) sdo importantes na protecdo das plantas, uma vez que reduzem o
02" a H20, e por fim geram H>O e O, prevenindo efetivamente o acumulo das EROs (Xing
2013; Su et al. 2014). A velocidade e os niveis dessas reagdes em locais especificos do
hospedeiro influenciam diretamente a eficacia da defesa contra o patégeno (Blokhina et al.
2003). No presente estudo, os maiores niveis de enzimas antioxidantes foram registrados em
plantas infectadas do genotipo suscetivel. Essas diferencas marcantes na atividade das enzimas
antioxidantes entre 0s gendtipos demonstram que a infeccdo por P. kuehnii causou dano
oxidativo com consequente aumento na atividade de SOD, CAT, APX e POX. No entanto, 0s
dados sugerem que o sistema imune do genétipo suscetivel foi ativado tardiamente, 34 e 48 dias
apos a infeccdo (DAI), sugerindo que P. kuehnii ndo foi percebido por este gen6tipo como uma
ameaca. Os resultados do atual estudo corroboram com relatos na literatura descritos por Correr
et al. (2020) sobre a expressdo de genes envolvidos nos processos moleculares no presente
patossistema, por Peters et al. (2017) para cana-de-agUcar infectada com Carvao e por Kurama
et al. (2002) infectada por Ferrugem marrom. Os trabalhos demonstram que plantas suscetiveis
tém um atraso no inicio da explosao oxidativa apos a infeccéo fungica quando comparadas com
plantas resistentes.

Por outro lado, os resultados aqui apresentados evidenciaram acumulo de POX
precocemente, 2 e 20 DAI, em maior concentracdo no genotipo resistente, sugerindo um papel
importante na defesa contra a P. kuehnii. POX catalisa rea¢6es oxidativas usando H>0, como
aceptor de elétrons em seu centro ativo como um metal. E uma das enzimas de primeira resposta
que fornece defesa rapida contra patdgenos nas plantas, uma vez que sua atividade esta
envolvida na lignificagdo, suberificacdo e polimerizacdo de glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina (Shigeto e Tsutsumi 2016; Ashfaq et al. 2021). Pesquisas anteriores relataram

que respostas precoces sdo essenciais para iniciar uma estratégia de defesa bem-sucedida na
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cana-de-agucar infectada com carvéo, resultando em resisténcia (Que et al. 2014; Peters et al.
2017; McNeil et al. 2018).

Para a atividade da FAL, os resultados revelaram aumento significativo em plantas
infectadas, principalmente, no genotipo RB021754 (suscetivel). A via dos fenilpropandides é
comumente associada a defesa da planta, ndo apenas fornecendo moléculas para lignificacéo,
mas também compostos antimicrobianos como cumarinas e flavonoides (Naoumkina et al.
2010). O estudo dessa enzima esta relacionado com o inicio da biossintese desses componentes
que participam da resposta de defesa da planta durante a infeccdo. Apesar de maior atividade
da FAL, o genétipo suscetivel apresentou os sintomas de ferrugem alaranjada. E plausivel
hipotetizar que as rotas de defesa associadas a esta enzima ndo foram importantes em conter o
processo infeccioso de P. kuehnii nos tecidos de plantas de cana-de-agucar. Esta hipotese pode
ser confirmada pelo fato de o gendtipo resistente apresentar menores atividades da FAL. Assim,
é necessario realizar estudos adicionais para verificar a infeccéo fangica com intervalos tempo
em horas apds a inoculacdo e outros mecanismos de defesa que possam estar associados a
inibicdo de desenvolvimento do patégeno.

Ao analisar os parametros fisiologicos, observou-se que a infeccdo por P. kuehnii
prejudicou a capacidade fotossintética nas plantas do gendtipo suscetivel, aqui denotadas pela
menor eficiéncia quantica do fotossistema Il e menor contetdo de clorofila a, clorofila b e
carotenoides. Dessa forma, a energia absorvida pelos pigmentos fotossintéticos nas folhas
infectadas por P. kuehnii ndo foi direcionada para o processo fotoquimico, devido ao dano foto-
oxidativo induzido pelo patdgeno (Correr et al. 2020). Esses achados estdo apoiados por
pesquisas anteriores sobre as alteracdes fisiologicas no presente patossistema, conforme
descrito por Bilgin et al. (2010), mostrando que o processo fotossintético é impactado
negativamente pela infeccdo. Similarmente, observado por Zhao et al. (2011), reducéo no teor
de clorofila e taxa fotossintética liquida em plantas suscetiveis. Os resultados do presente estudo
indicaram valores de Fv/Fm proximos a 0,80 para as folhas infectadas de plantas do genotipo
resistente, sugerindo auséncia de fotoinibig&o cronica.

Em concluséo, os resultados do presente estudo indicaram comportamento padrao distinto
nos gendtipos de cana-de-agUcar, quanto aos parametros bioquimicos e fisioldgicos em
decorréncia da infeccdo por P. kuehnii. A doenca foi observada apenas no gendtipo suscetivel,
com consequente comprometimento do processo fotossintético aliado ao maior estresse

oxidativo.
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CONCLUSOES GERAIS

O genotipo RB101130 apresentou resisténcia a infeccdo por Puccinia kuehnii e,

consequentemente, permitiu a preservacdo do processo fotossintético em plantas.

O genotipo resistente, RB101130, apresentou respostas precoces contra infeccdo por P.
kuehnii, consequentemente, maiores atividades das enzimas antioxidantes em folhas de

cana-de-acgucar no inicio da infeccao.

O gendtipo RB021754 apresentou suscetibilidade ao patdégeno P. kuehnii, associada a
reducdo da area fotossintética e aumento do estresse oxidativo.
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