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“O DNA é como um programa de computador, mas muito, muito mais avancado que
qualquer software por nés criado”. (Gates, 2013)



RESUMO

Cana-de-acuUcar (Saccharum sp.) é uma graminea de grande importancia,
cultivada nas regides tropicais e subtropicais do planeta, como no Brasil, na China e
na india, sendo sua biomassa matéria-prima para a producdo de acucar, etanol
combustivel e diversos outros produtos. As doencas fangicas frequentemente
acarretam prejuizos a cultura em todo o planeta, gerando danos ao campo e,
consequentemente, grandes perdas econdmicas. Estruturas fungicas especializadas
atuam durante todo o Ciclo de Relacdo Patdgeno-Hospedeiro (CRPH)
(sobrevivéncia, disseminacdo, infec¢do, colonizacdo e reproducdo do patdgeno),
podendo as populacbes do patdogeno permanecer no solo de cultivo, infectando
plantas em safras subsequentes e a propagacdo vegetativa utilizando toletes
infectados pode permitir, ainda, o transporte para regidées onde ndo havia incidéncia
da doenca. Métodos e abordagens da Biotecnologia tém contribuido
significativamente para o entendimento da relagao entre o parasita e o hospedeiro,
assim como para 0 manejo das doencas (controle, deteccao e prevencdo). Muitas de
suas técnicas tém aplicabilidade no cotidiano do agricultor, enquanto outras séo
utilizadas na pesquisa e no desenvolvimento de variedades resistentes do
hospedeiro. Entre as doencas de destaque, carvao (Sporisorium scitamineum) e
podriddo-abacaxi (Ceratocystis paradoxa) sdo importantes e causam prejuizos ja
registrados em todas as regifes onde h& o cultivo de cana-de-acUcar, embora 0s
periodos de maior incidéncia sejam distintos. Neste trabalho, sédo revisados o0s
CRPHs para estes patossistemas, os métodos e perspectivas da Biotecnologia
aplicados no estudo e manejo das doencas. Considerando a importancia do fator
ambiente para a efetivacdo do CRPH, um capitulo trata as Mudancas Climéticas
Globais (MCG) e as possiveis influéncias sobre os patossistemas, a longo prazo.

Palavras-chave: Doenca de Cana-de-aclcar. Podriddo abacaxi. Carvao.
Biotecnologia. Mudancas Climaticas.



ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum sp.) is an important grass cultivated in tropical and
subtropical regions of the world, such as in Br, Ind, and Ch, and has its biomass
being raw material for production of sugar, fuel ethanol, and some other derivatives.
Fungal diseases infect sugarcane fields worldwide, damaging crops and thus,
causing great economic losses. Fungal specialized structures act during all
Pathogen-Host Relationship Cycle (PHRC) (survival, dissemination, infection,
colonization, and reproduction of pathogen), maintaining fungal populations in
cultivation soil, infecting plants in following crops and vegetative propagation of
sugarcane by infected seeds may allow fungal transportation into regions where
diseases haven’t occured before. Biotechnological methods and approaches have
significantly contributed to understanding of the relationship among parasite and
host, as to diseases management (control, detection, and prevention). Some
techniques have daily applications in Agriculture, while others are only used in
research and to breeding of host resistant varieties. Among notable diseases, smut
(Sporisorium scitamineum) and pineapple disease (Ceratocystis paradoxa) are
important because they cause damage and losses in sugarcane regions, although
there are different periods for each one to occur. This work aims to review the PHRC
for each patosystem, the biotechnological methods and approaches and its
perspectives in the study and management of these diseases. As environment is an
important factor to the effectiveness of PHRC, one chapter is dedicated to Global
Climate Change (GCC) and its possible influences over these diseases in a long-
term period.

Key words: Sugarcane disease. Pineapple disease. Smut. Biotechnology. Climate
Change.
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1 INTRODUCAO

1.1 Introducdo a cana-de-acucar (Saccharum spp.) e histérico de hibridos com

enfoque nas doencas

A cana-de-aclUcar (Saccharum spp.) constitui uma graminea tropical da
familia Poaceae que atinge entre dois e quatro metros de altura e entre dois e meio
e cinco centimetros de diametro. Tecidos, hastes ou toletes com alguns brotos
constituem formas de propagacédo. O tecido solido e ndo ramificado € constituido de
nés e internds, espacados entre 15 e 25 cm, e apresentando brotos com localizacédo
e morfologia de acordo com a variedade. Em geral, eles aparecem onde emergem
as folhas, que se dispdem alternadamente em fileiras opostas, a partir da base dos
ndés. Uma casca grossa e encerada (protecdo contra desidratacéo) cobre o tecido
parenquimatico, onde se localizam as fibras vasculares (rigidez e forca). Neste
tecido (parénquima), células com parede celular menos espessa que as demais
reservam a sacarose (JAMES, 2004).

Muitos tecnologistas da cana-de-acUcar consideram a existéncia de seis
espécies do género Saccharum: S. spontaneum e S. robustum, selvagens, que
crescem na Asia e Indonésia, S. officinarum que suportou a producdo mundial de
cana-de-acucar por séculos, S. barberi e S. sinense, antigas racas da Asia (IRVINE,
1999), que originaram clones do norte indiano e China, respectivamente (MENOSSI
et al.,, 2008) e S. edule, cuja inflorescéncia pode ser comestivel como verdura
(IRVINE, 1999) e que, para alguns autores, ndo €& considerada espécie de
Saccharum (JAMES, 2004).

Como importante cultura das regides tropicais e subtropicais, seu cultivo teve
inicio ao redor de 2.500 anos a.C., na india (BORRAS-HIDALGO et al., 2005), que
junto com a China, tornaram-se primeiros produtores comerciais de acucar. A cultura
de cana-de-acucar foi introduzida ao Novo Mundo na época de seu descobrimento
(1493) e sua importancia mundial aumentou & medida que a demanda pelo produto
final, o acucar, aumentava (JAMES, 2004).

Um historico do cultivo de cana-de-acucar realizado por James (2004) mostra

a importancia das doencas que acometeram a cultura e que, ao longo de sua
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historia, instigaram o desenvolvimento de variedades resistentes. Algumas das
primeiras variedades comerciais de cana-de-acucar, a partir de S. officinarum, foram
EK e SW11 (Java, Indonésia), Q813 (Australia), HQ409 (Badilla), H109 (Havali,
EUA), D109, D145 e D625 (Guiana). A variedade comercial Otaheite (Bourbon ou
Criola), também originada de S. officinarum, foi a base do desenvolvimento da
indUstria acucareira nas colbnias espanholas e portuguesas no Novo Mundo e
primeira cultivada em escala global. Ela foi altamente prejudicada no final do século
XIX pelas espécies fungicas Pheacystostroma sacchari (Melanconium sacchari) e
Glomerella tucumanensis (Colletotrichum falcatum), causadores de “rind disease” e
podriddo vermelha, respectivamente. Apds o colapso da variedade, Cheribon,
também originada de S. officinarum, se destacou e tornou-se a principal na maioria
dos paises produtores de cana-de-acgucar nos séculos XIX e XX.

Embora S. officinarum tenha se destacado por muito tempo por seu contetdo
de acucar, suas variedades eram limitadas em ambientes naturais e solos pobres, e
eram suscetiveis a doencas importantes, como a causada pelo nematoide Tylenchus
similis, mosaico e “Mal de Sereh” (virus). O virus do mosaico, por exemplo,
ocasionou dano de 200.000 toneladas para 47.000 toneladas/ ano, na producéo de
cana-de-acucar em Louisiana (EUA), em 1920. Portanto, a partir do inicio do século
XX, muitos paises tornaram-se dependentes de hibridos resistentes: em Louisiana,
na eépoca do surto acima, a introducdo de hibridos resistentes recuperou
rapidamente a producdo; no Havai, a partir de 1940, hibridos locais ja
predominavam nas areas de cultivo (H32-8560); Guiana, Barbados (Caribe) e
Jamaica, a partir dos anos 1940, também se tornaram dependentes de hibridos
resistentes (JAMES, 2004), forma de manejo que permanece até os dias atuais, em
todas as regides de cultivo.

Atualmente, diversas doengas atingem a cultura de cana-de-agucar. Uma
revisdo de microrganismos associados a cana-de-acgUcar apresenta principais
patdogenos fungicos e bacterianos. Os géneros de bactérias sdo Acidovorax,
Herbaspirillum, Leifsonia, Pectobacterium, Pseudomonas e Xanthomonas; entre 0s
fungos, sdo conhecidos 45 géneros causando doencas em cana-de-agucar, em todo
o mundo (MEHNAZ, 2013).
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Na india, maior produtor mundial de acglcar a partir da cultura (2012), entre
10-15% da producédo é afetada pelo fator doencas, sendo registradas mais de 55
(fdngicas, bacterianas, virais, por fitoplasmas e nematoides) para a cana-de-acucar
cultivada no pais (VISWANATHAN; RAO, 2011). Neste pais, mais de 60 doencas em
cana-de-acucar haviam sido registradas até 1975. Doencas importantes no pais sao
podridao-vermelha, murcha, carvao e podridao abacaxi (fungicas), escaldadura-das-
folnas e raquitismo-da-soqueira (bacterianas), “grassy shoot” (micoplasma) e
mosaico (virus) (AGNIHOTRI, 1996).

Na China, ha pelo menos 39 doencas reportadas para a cana, sendo elas
fungicas (maioria), bacterianas ou virais. Na Tailandia, pelo menos 60 doencas
foram registradas para a cultura (HUANG, 2004).

Na Africa do Sul, algumas doencas ja registradas sdo carvdo, ferrugem,
podriddo-vermelha (fungicas), escaldadura-das-folhas, raquitismo-das-soqueiras
(Leifsonia xyli subsp xyli) (bacterianas), mosaico (virus) (BAILEY; BECHET,;
TUCKER, 1994).

No Brasil, destacam-se doencas causadas por fungos, tais como Puccinia
melanocephala, Sporisorium scitamineum, Mycovellosiella koepkey, bactérias,
destacando-se Leifsonia xyli subsp. xyli (raquitismo das soqueiras), Xanthomonas
albilineans (escaldadura das folhas) e virus (do mosaico, do amarelecimento foliar)
também tém ocorréncias registradas no pais (DOS SANTOS; DE ALMEIDA;
GONCALVES, 2008).

1.2 Doengas fangicas de cana-de-agucar

Os fungos séo heterotroéficos, crescendo rapidamente nas superficies em que
penetram. A capacidade de viver na auséncia de luz, o alto potencial de absorcéo de
agua e utilizacdo de varios substratos como fonte de carbono, devido a liberagéo de
enzimas extracelulares, sdo algumas das caracteristicas que favorecem o
parasitismo de plantas por diversos géneros de fungos. Em especial, grande parte
dos patdgenos de plantas sé@o, ainda, bastante versateis na obtencéo de alimentos,
podendo ser biotréficos e sapréfitos ao mesmo tempo, o que lhes permite sobreviver
no ambiente embora 0 hospedeiro ndo esteja vivo (saprofitos facultativos). Ha ainda
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os necrotroficos (matam o hospedeiro e se alimentam da matéria organica restante),
biotroficos, ou parasitas obrigatérios (vivem ou se reproduzem necessariamente no
hospedeiro vivo) e semibiotroficos (alternando geracdes biotroficas e necrotroéficas).

Os sintomas na planta decorrentes da infeccdo por fungos dependem do
orgdo ou tecido infectado e o sistema de obtencdo de nutrientes; em geral,
destacam-se as necroses, murchas, hipertrofias, hiperplasias, e etiola¢des,
abcisfes, além de substituicdo do tecido do hospedeiro e mildio (GOULD, 2008).
Fungos possuem, ainda, dois tipos de estruturas, as assimilativas e as reprodutivas.
Entre as assimilativas, a absorcdo de agua e nutrientes é realizada por hifas
especializadas. Haustorios (absorcédo de nutrientes a partir do citoplasma da célula
do hospedeiro), apressorios (aderéncia a superficie do hospedeiro) e esclerodios
(massa de hifas de consisténcia firme, que abriga ou origina estruturas reprodutivas)
sdo outras importantes estruturas assimilativas em fungos fitopatogénicos. As
reprodutivas sdo representadas por esporos, que podem ser sexuais ou assexuais;
além de servir como propagulo, estas estruturas podem ser responsaveis pela
dispersdo e sobrevivéncia (clamidésporos, obésporos e zigésporos) do patdégeno
(MASSOLA Jr.; KRUGNER, 2011).

Exemplos de doencas fungicas que infectam a cana-de-agUcar sdo: carvao
(Sporisorium  scitamineum, anteriormente denominado Ustilago scitaminea),
ferrugem da cana (Puccinia melanocephala), podriddo abacaxi (Ceratocystis
paradoxa), podriddo vermelha (Colletotrichum falcatum), Pokkah boeng (Gibberella
fujikuroi), entre outras (BAILEY, 2004). Na india, doencas flingicas representam 74%
(INDIAN MINISTRY OF AGRICULTURE..., 2011), na China 69% (HUANG, 2004).
Em Cuba, por exemplo, onde a cultura é de importancia muito significativa, doencas
de fungos acarretam cerca de 40% de danos sobre o total da producéo (SANTIAGO
etal., 2012).

No Brasil, pelo menos catorze doencas fangicas de cana-de-agucar sao
registradas: ferrugem (Puccinia melanocephala), registrada em todas as regides de
cultivo do pais; carvao (S. scitamineum), a ser detalhado no presente trabalho;
mancha amarela (Mycovellosiella koepkey), predominante em &areas com maior
indice de precipitagcdes (como na Amazonia); mancha ocular (Bipolaris sacchari), de

ocorréncia em peguena escala e com maior importancia nos canaviais do sul, por
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ser favorecida por invernos chuvosos e Umidos; mancha parda (Cercospora
longipes), que causa poucos problemas e cujo patdégeno ainda ndo é bem estudado;
podriddo de fusarium (Fusarium moniliforme), associada com injarias fisicas,
quimicas ou biolégicas (brocas, por exemplo); Pokkah-Boeng (Fusarium
subglutinans) e; podridao-abacaxi (C. paradoxa) (DOS SANTOS, 2008). Ferrugem
alaranjada (P. kuehnii) foi recentemente reportada como ocorrendo no Estado de
Sédo Paulo (BARBASSO et al., 2010), e é considerada atualmente uma das doencas
mais temidas do pais, neste setor.

Além destas, também tém sido registrados no Brasil: podriddo vermelha
(Colletotrichum falcatum), de significativa importancia, devido a inverséo de sacarose
que ocorre na planta infectada, e pelas grandes perdas registradas (50 a 70%)
guando o ataque pelo fungo € realizado em conjunto com brocas; podriddo das
raizes (complexos de Pythium spp.), principalmente em solos argilosos passiveis de
encharcamento do Rio de Janeiro, Pernambuco e Alagoas, e; podriddo de
Marasmius (Marasmius sacchari), de ocorréncia esporadica no Estado de
Pernambuco, mas considerada secundaria, pelas condi¢des restritas (solos acidos)
e baixa frequéncia de ocorréncia. Embora de ocorréncia global (em mais de 80
paises) e em todo Brasil, mancha anelar (Leptosphaeria sacchari) tem pouca
importancia econdmica, sendo somente necessario eliminar variedades muito

suscetiveis durante o programa de melhoramento (TOKESHI; RAGO, 2005).

1.3 Carvoes

Em geral, carvbes se caracterizam pelo surgimento de massas pulverulentas
escuras (soros) na parte aérea das plantas, constituidas por estruturas reprodutivas
do patégeno, tornando as doencas identificaveis ndo tanto pelos sintomas, mas
pelos sinais presentes na planta doente. A maior frequéncia de ocorréncia de carvao
€ em graos ou sementes, ja que o patdgeno invade o ovario das plantas; no entanto,
em outros casos, 0s soros podem ser formados nas hastes, folhas ou componentes
florais do hospedeiro (BEDENDO, 2011), como para a cana-de-acucar.

Os fungos causadores de carvdo sao basidiomicetos, constituindo cerca de
1100 espécies que infectam plantas pertencentes a mais de 75 familias botanicas.
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Existe uma especificidade planta-patdégeno, chegando a ocorrer racas fisiolégicas do
patogeno (BEDENDO, 2011).

A classe Ustilaginanomicetes é composta por fungos geralmente parasitas de
Angiospermas, particularmente ciperaceas e gramineas, de presenca global, e
infectam importantes culturas, como cevada, milho, trigo, aveia e cana-de-agucar. A
morfologia destes fungos é simples, caracterizados pela presenca de estruturas de
reproducdo denominadas teliésporos, micélios intercelulares e soros (maioria dos
taxons), cuja massa de teliésporos permanece no interior até amadurecimento e
disperséo. Os teliésporos sdo geralmente unicelulares, possuem paredes escuras e
espessas, cujo tamanho pode variar entre 3,5 e 50 um de diametro (TRIGIANO,
2008). Como corpos de frutificacdo (basidiomas) ndo ocorrem nos fungos de carvéo,
os esporidios (ou basidiésporos, esporos sexuais que em outros Basidiomicetos se
formam exogenamente no basidio) sdo formados a partir dos teliésporos, quando
originam um tubo germinativo denominado pré-micélio, que entdo da origem aos
esporidios haploides (BEDENDO, 2011).

As espécies do género Ustilago sdo igualmente distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais do planeta (MUELLER; FOSTER; BILLS, 2004) e
apresentam algumas caracteristicas Unicas, como a presenca de soros sem
columelas ou peridios, de coloragdo marrom, cujas paredes sdo compostas por
endosporos elétron-transparentes e exdsporos elétron-densos, o ultimo podendo ser
liso ou com protuberancias; granulos podem estar presentes nas superficies do
esporo, entre e abaixo destas protuberancias. Todas as espécies do género
restringem-se aos hospedeiros da familia Poaceae. Espécies de importancia
econdmica na Fitopatologia sdao U. maydis (causador de carvdo em milho), U.
esculenta (patégeno de Zizania latifolia) (PIEPENBRING; STOLL; OBERWINKLER,
2002), entre outros.

O género Sporisorium também inclui causadores de carvdo em Poaceae, com
soros incluindo uma, varias ou numerosas columelas e peridios, formados pelo
tecido do hospedeiro e células do fungo estéreis. Columelas correspondem a uma
ou varias fibras vasculares do hospedeiro, com tecido parenquimatico adjacente.
Geralmente ha hipertrofia do tecido do hospedeiro envolvido com peridios e
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columelas. Teliésporos de Ustilago sdo muito semelhantes aos de Sporisorium, com
granulos entre e abaixo de protuberancias e cristas (BEDENDO, 2011).

No caso dos carvdes, como um fator evolutivo do parasita, sintomas tornam-
se visiveis apos longo tempo da infecgdo. Em cereais, o patdégeno se desenvolve as
custas da planta desde a germinagéo, mas 0s sintomas e danos somente aparecem
guando ha producdo de sementes (formacdo de gréos). Dois tipos de esporos séo
produzidos durante o ciclo vital do fungo: esporidios (basididsporos) e teliésporos
(BEDENDO, 2011). Em S. scitamineum, tanto a producao de telidsporos como de
esporidios ocorrem, durante o ciclo de relagbes patdgeno-hospedeiro e serdo
descritos detalhamente mais a frente. A tabela 1 mostra caracteristicas gerais de

teliésporos e esporidios.

Tabela 1 - Caracteristicas de estruturas reprodutivas de fungos causadores de
carvao.

Telidsporos Esporidios (basidiosporos)
Unicelulares Ovalados
Esféricos Unicelulares
Binucleados Uninucleados
Superficie lisa ou ornamentada Hialino
Desenvolvimento no interior de graos ou Sem ornamentagtes
meristemas modificados (como na cana)

Fonte: (BEDENDO, 2011).

Os sintomas e sinais de carvao sao diferentes de acordo com o hospedeiro.
No trigo e aveia, por exemplo, massas escuras de teliosporos substituem os graos,
no periodo de formacgéo de espigas e paniculas. No milho, bolhas preenchidas por
telidsporos substituem os graos, que muitas vezes apresentam tamanho maior que
os mesmos. Em cebola, o carvdo acarreta o “damping-off” da plantula, altamente
suscetivel a doenca (tecidos jovens). Em cana-de-acUcar, carvao (S. scitamineum)
causa modificacdes no meristema apical, que passa a formar um apéndice em forma
de chicote (soro) cheio de teliosporos. Outros sintomas gerais podem ser o0
subdesenvolvimento, perfilhamento (brotamento) excessivo e, raramente, a morte do
hospedeiro (BEDENDO, 2011).
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1.4 Podriddes

Podridées sdo doencas nas quais os O0rgdos de armazenamento da planta
sdo destruidos, tais como sementes, frutos e érgdos de reserva. Nas podridées
secas (ou duras), os tecidos afetados perdem agua e sdo mumificados; nas
podriddes aquosas (ou moles), ha decomposicdo de 6rgaos suculentos, como frutos,
tubérculos e raizes (BEDENDO, 2011).

Podridées sdo causadas por fungos ou bactérias, capazes de destruir a
parede celular vegetal. Tecidos que morrem e se decompdem tornam-se geralmente
com coloracdo marrom (SHARMA, 2006).

Em qualquer momento, desde o campo até o estoque, bactérias ou fungos
causadores de podridao (geralmente saprofitos) podem infectar a planta. Ferimentos
produzidos durante o manuseio (como a colheita mecéanica) ou por insetos podem
favorecer a entrada do patdgeno, geralmente favorecido por altas temperaturas (20
— 30°C) e umidade relativa (BEDENDO, 2011).

Espécies de Ceratocystis constituem importantes fitopatbgenos e estédo
presentes em um grupo de fungos denominados “Ophiostomatoid”, os quais séo
geralmente adaptados para realizar disperséao por insetos (WITTHUHN et al., 1999).

No Brasil, uma espécie importante do género é C. fimbriata, que causa
doenca em uma grande diversidade de hospedeiros, tais como manga, eucalipto,
figo, inhame, batata doce, entre outros (FERREIRA et al., 2010). Fora do pais, C.
coerulescens é outro exemplo de patdgeno do género, que causa mancha de Bome
em abeto e pinheiro. Ha outras espécies mais agressivas, como C. fagacearum,
causadora de murcha em carvalho (WITTHUHN et al., 1999).

1.5 Ciclo de Relagbes Patogeno-Hospedeiro

O CRPH constitui cinco etapas: sobrevivénvia, disseminacdo, infeccao,
colonizacédo e reproducédo, estabelecidas quando ha interacbes compativeis entre
patdgeno e hospedeiro.

A sobrevivéncia € a fase de perpetuacdo do patdgeno em situagbes adversas,
tais como a auséncia do hospedeiro ou condi¢bes climaticas desfavoraveis. Por
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exemplo, os patégenos de plantas anuais, onde plantas morrem no final do ciclo,
estdo sujeitos a passar grande periodo de tempo na auséncia do tecido suscetivel.
Entre as estratégias de sobrevivénvia, podem ser consideradas: estruturas
especializadas de resisténcia, atividades saprofiticas, plantas hospedeiras e vetores
(AMORIM; PASCHOLATI, 2011).

O incremento da doenca em um campo de cultivo, em escala temporal ou
espacial, consiste na disseminacdo do patdégeno. As fases da disseminacéo
constituem a liberacédo, remoc¢édo do patégeno de onde foi produzido; a disperséo,
gue corresponde ao processo de transporte de onde foi produzido até onde foi
depositado, e; a deposicdo, o assentamento do patdbgeno em uma determinada
superficie. O vento, a 4gua da chuva ou de irrigacdo, insetos, podem constituir
agentes de disseminacao (AMORIM; PASCHOLATI, 2011).

O processo de infeccao consiste no periodo desde a germinacdo do patégeno
até a penetracdo e o estabelecimento de relacdes parasitarias estaveis, entre
patdogeno e hospedeiro. Antes da infec¢cdo ocorre a pré-penetracdo, caracterizada
pelos movimentos do patégeno em dire¢cdo ao hospedeiro, seguida da penetracédo
na superficie da planta, por aberturas naturais ou ferimentos (AMORIM;
PASCHOLATI, 2011).

A colonizacéo se inicia apds infec¢do e € caracterizada pela interferéncia do
patogeno sobre a fisiologia do hospedeiro, momento de espalhamento, com maior
ou menor extensao, a partir do ponto de infeccdo (infeccdo generalizada); sintomas
podem se exteriorizar em decorréncia das mudancas fisiolégicas. Apos ou durante a
colonizagdo do hospedeiro, o0 patégeno deve se reproduzir para garantir a
perpetuacdo da espécie, gerando estruturas que permitem a disseminacdo e
infec¢éo de novas plantas (AMORIM; PASCHOLATI, 2011).

A reproducdo constitui a ultima fase do CRPH, constitui na producdo de
indculo, podendo ocorrer dentro ou na superficie do hospedeiro, sendo a posicdo do
in0culo estratégica para sua disseminacao, transportado pelo vento, agua, etc.
Esporos podem ficar também em restos culturais no solo, que representa fonte de
in6culo para o ciclo seguinte da cultura (AMORIM; PASCHOLATI, 2011).

Ha diferentes ciclos de vida para um fitopatdgeno. Nas doencgas monociclicas,

o fungo produz esporos no final da estag¢éo, que servem de primeiro e Unico indculo
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ao ano seguinte. O inbéculo priméario infecta a planta durante a estacdo de
crescimento e, no final desta fase, produz novos esporos no tecido infectado. Estes
esporos permanecem no solo e correspondem ao indculo primario da proxima
estacdo. Nos patdgenos policiclicos, o in6culo primario geralmente consiste no
esporo sexual (perfeito, teleomorfico), ou entdo quando o fungo ndo possui este
estagio, outras estruturas como esclerodios, pseudosclerédios ou micélio no tecido
infectado. Este indculo causa a infeccdo primaria, e entdo grande numero de
esporos assexuados (inéculo secundario) sao produzidos em cada sitio de infeccao
e estes causam nova (secundario) infeccdo que produzem mais esporos
assexuados, para novas infeccdes (GONZALEZ-FERNANDEZ; PRATS; JORRIN-
NOVO, 2010). A figura 1 apresenta os possiveis ciclos de vida apresentados por um

fitopatdégeno.

Figura 1 — Diagrama com ciclos monociclicos (amarelo) e policiclicos (amarelo e
azul).
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Fonte: (GONZALEZ-FERNANDEZ; PRATS; JORRIN-NOVO, 2010).
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InteracBes entre patdgeno e planta durante o0 CRPH sdo complexas, sendo
divididas em interacdes (i) compativeis, na qual a planta ndo esta apta a responder
com defesa anti-infecciosa e permite que o patégeno complete seu ciclo de vida e (ii)
incompativeis, na qual a planta encadeia uma série de respostas de defesa contra a
interacdo patogénica, prevenindo o crescimento do patdgeno na planta (HAMMOND-
KOSACK; JONES, 2000 apud LODHA; BASAK, 2012). No presente trabalho, o
detalhamento dos CRPHs entre Sporisorium scitamineum (carvao) ou Ceratocystis
paradoxa (podriddo abacaxi) e cana-de-acglcar, leva em conta a ocorréncia de
interag6es compativeis. No entanto, o entendimento das interagdes incompativeis é
também de interesse da Biotecnologia, e também serdo abordadas no presente
trabalho (por exemplo, e expressdo de genes de resisténcia ocorre tornando a
interacdo incompativel). O melhoramento genético visa o desenvolvimento de

variedades que tornam incompativel a interacdo planta-patdgeno.

1.6 Danos e perdas, deteccéo, diagnostico e controle de doencas: definicbes

Em geral, danos dizem respeito as redu¢des na quantidade e qualidade da
producao; perdas, no entanto, as reducdes do retorno financeiro por unidade de area
cultivada (AMORIM; BERGAMIN, 2011). Diversos fatores sédo determinantes na
guantidade e tipo de perdas ocorridas, tais como o ambiente, as praticas de controle
utilizadas, qual a cultura e também o produto gerado a partir dela (AGRIOS, 2005)

O controle de uma doencga é considerado bem sucedido quando a quantidade
de sintomas for insuficiente para causar reducdo da producdo ou danos. No contexto
da produtividade, o controle da doenca ndo pode ser abordado separamente, mas
integrado com varios outros fatores que compdem a equacdo da producao.
Adubacéo, tratos culturais, plantas daninhas e pragas, devem ser também levados
em consideracdo quando se discute controle (KIMATI; FILHO; AMORIM, 2011).

Séo varios os métodos de controle de uma doenca, classificados em
regulatorio (exclusdo do patégeno do hospedeiro ou de determinada area), cultural
(evita o contato da planta com o patégeno), biolégico (aplicacdo de microrganismo
antagonico ao patdgeno), fisico e quimico. Estes dois ultimos com intengcdo de evitar
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0 contato da planta com o patégeno, jA presente, ou curar a planta infectada
(AGRIOS, 2005).

H&a, ainda, uma outra classificacdo (visdo) de controle de doencas, aquelas
gue envolvem os principios de Whetzel. Desta forma, métodos de controle sdo
divididos de acordo com quatro principios biolégicos gerais: exclusdo (impedir
entrada do patégeno em area nado infectada); erradicacdo (eliminar patdégeno da
area); protecao (colocar barreira protetora entre patdgeno e hospedeiro, em suas
partes suscetiveis); imunizacdo (desenvolvimento de plantas imunes ou resistentes);
o termo terapia (mais recente) visa restabelecer a sanidade de uma planta ja
infectada. Os principios acima estdo associados com as fases do CRPH, sendo que
‘exclusao” infere na fase de disseminacgéo, “erradicacdo” na sobrevivéncia do
patdgeno, “protecdo” na deposicéo do inodculo e pré-penetragédo (antes de infecgéo),
‘imunizacao” na infecgcdo e colonizacdo e “terapia” na poés-infeccédo (colonizagao)
(KIMATI; FILHO; AMORIM, 2011).

Além dos principios de Whetzel, o de “regulacdo” é geralmente associado a
medidas de controle baseadas em modificacbes do ambiente (temperatura,
umidade, luminosidade, propriedades do solo e composicao do ar, etc.), ja que estas
condi¢Bes ndo se encaixam nos principios acima (KIMATI; FILHO; AMORIM, 2011).

Outro principio de controle, também ndo ajustavel aos de Whetzel, é
‘evasao”, que considera escolha da area geogréfica, local e época de plantio,
profundidade de semeadura, precocidade das variedades, etc. (KIMATI; FILHO;
AMORIM, 2011). A Engenharia Genética (modificacdo genética de plantas) sera
discutida no capitulo de Biotecnologia, mas alguns autores consideram a transgenia
(modificacdo genética na planta para conferir resisténcia ao patégeno) como um
novo método de controle biologico (AGRIOS, 2005).

O diagndstico de doengas de plantas consiste na deteccao e identificacdo do
patégeno rapidamente. A quantificacdo do patdbgeno no campo, a determinagéo da
eficiéncia dos meétodos de controle aplicados, o correto manejo de sementes,
mudas, toletes (cana), etc., quantificacdo de perdas e incidéncia da doenca em
guestdo, determinagdo da extensdo de infeccdo pelo patdbgeno no campo, sao
alguns dos requisitos para a obtencdo de um diagndstico correto e completo de
determinada doenca. S&o varios os métodos de deteccdo citados na literatura.
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Alguns autores dividem em técnicas moleculares e ndo-moleculares, de diagnéstico
(NARAYANASAMY, 2002). Neste trabalho, os meétodos imunoldgicos serdo
considerados como ndo moleculares, visto que o capitulo de Biotecnologia considera
as técnicas de Biologia Molecular apos desenvolvimento da PCR (Reagdo em
Cadeia da Polimerase).
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2 CARVAO

2.1 Registros da doenca no mundo (Historico)

Em geral, carvao implica em mais danos em regides tropicais que em
subtropicais (AGNIHOTRI, 1996). No entanto, € registrada ocorréncia da doenca
também em condi¢cBes de clima subtropical, como em Louisiana (HOY et al., 1993).

A ocorréncia de carvao € relativamente recente para a histéria do cultivo de
cana-de-aclcar, mas ja foi registrada em quase todas as regides em que ela é
cultivada. O carvdo foi primeiramente registrado na Africa Sul, em 1877
(THOKOANE; RUTHERFORD, 2001), espalhando-se pelo Oriente, onde foi
registrado na China em 1932 (SHEN et al., 2012). Antes dos anos 1940, ja havia
sido detectada também no leste africano, em Zimbabue, Mogcambique e Mascarenes
(Madagascar, Mauritius e Reunion), sendo reportado no Quénia somente em 1956
(NZIOKI et al., 2010). Foi primeiramente reportada nas Américas em Tucuman, na
Argentina, em 1940, no Paraguai em 1944 (RABOIN et al.,, 2007) e no Brasil em
1946 (RAGO; CASAGRANDE; JUNIOR, 2009). A Bolivia foi também “atingida” nesta
época (COMSTOCK; FERREIRA; TEW, 1983). Na Venezuela, porém, o carvao foi
somente reportado em 1978, no Estado de Carabobo (ORDOSGOITTI; GONZALEZ;
APONTE, 1984).

No oeste africano, a doenca foi reportada tardiamente, somente em 1969
(Tchad), de la plantas contaminadas foram provavelmente enviadas a Burkina Faso,
causando nova epidemia; em 1972 e 1973, outros paises africanos (Mali, Ivory
Coast e Nigéria) foram atingidos (RABOIN et al., 2007). O Havai teve ocorréncia da
doenca registrada em 1971 (SCHENCK, 2003), a Guiana em 1974 (RABOIN et al.,
2007). A partir deste pais, nas ilhas caribenhas, na América Central e nas regides
continentais dos Estados Unidos, como o Texas, houve registros da doenca, em
1981 (COMSTOCK; FERREIRA; TEW, 1983).

Na Indonésia, a doenca foi detectada somente em 1979, apds 50 anos de
producdo de cana-de-acUcar (SINGH; SOMAI; PILLAY, 2004). Na Oceania, a
Australia apresentou a doenca recentemente, em 1998. Papua Nova Guing,



25

provavelmente a origem de S. officinarum, e llhas Fiji, estédo livres da doenca (SHEN
et al., 2012).

2.2 Danos e perdas

No Brasil, em 1946, carvao causou epidemias nas variedades POJ36 e
P0OJ213, em Assis, Sdo Paulo. Os principais danos posteriores causados pela
doenca foram sobre a variedade NA56-79, cultivada no Estado de Sdo Paulo nos
anos 1980, cujo agravante foi que o cultivo de cana utilizava quase unicamente esta
variedade (cerca de 80% nas areas comerciais) (RAGO, 2009), assim, mais de 60%
da area de cultivo no Estado foi comprometida (MARQUES et al.,, 2008).
Recentemente, o carvdo tem acometido também areas endémicas no Estado do
Alagoas, no nordeste brasileiro (SILVA et al., 2005). Variedades consideradas
resistentes vém sendo infectadas por S. scitamineum, no Estado de S&o Paulo, logo
apo6s lancamento, sugerindo falha no processo de selecdo destas variedades, ou
entdo alta variabilidade do patdgeno nestas regibes (RAGO; CASAGRANDE;
JUNIOR, 2009).

Na india, regides de Maharashtra e Karnataka ja foram bastante afetadas pela
doenca e mesmo apos implementacdo de variedades resistentes o pais continua
apresentando dificuldades para lidar com o carvao (VISWANATHAN; RAO, 2011).
Tamil Kadu é outro estado indiano citado na literatura como de ocorréncia da
doenca. Na China, a doenca acarreta problemas em todas as regides de cultivo
(HUANG, 2004).

No Estado do Havai, embora houvesse cultivares resistentes de cana-de-
acucar, a variedade mais resistente ao carvao (H50-7209) foi largamente afetada em
1976, devido ao surgimento de nova raga. Em 2001, houve novo surto da doenca; a
variedade H78-7750, até 0 momento resistente a doenca (raca Oahu do patdgeno),
tornou-se suscetivel devido ao surgimento de outra raga (Maui) (SCHENCK, 2003).

No Leste africano, o0 Quénia presenta problemas com a doenca. Em 2006, na
regido de Kibos, entre 21-38% das variedades comerciais em condi¢cées de campo
tiveram a producdo afetada (NZIOKI et al., 2010). No oeste do continente, areas
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endémicas de ocorréncia da doenca foram registradas na Nigéria (WADA et al.,
1999).

Na Indonésia, proporcdes epidémicas na maior parte do pais foram
alcancadas em 1997 (SINGH; SOMAI; PILLAY, 2004).

Na Austrdlia, o carvao foi inicialmente detectado somente em pequena area
de producéo, na regido Oeste do pais, provavelmente a partir de esporos pelo vento,
a partir da Indonésia (SUNDAR et al., 2012). Posteriormente, distritos de
Queensland e New South Wales foram atingidos, até 2011 (CROFT; THOMPSON;
MAGAREY, 2011).

Paises como Guiana, Ird e Japdo sao outros nos quais a cultura de cana-de-
acucar € acometida pela doenca (SINHA; SINGH; MISRA, 1982). No Jap&ao, por
exemplo, tem sido uma grande preocupacdo o desenvolvimento de variedades
resistentes a doenca (MATSUOKA, 2006).

2.3 Deteccéo

O diagnéstico convencional de carvao € restrito ao aparecimento de soros,
em forma de chicotes. Pode-se também verificar pequenos chicotes ao dissecar
folnas de cana-de-acucar infectada, os quais identificam a doenca (COMSTOCK;
FERREIRA; TEW, 1983). O surgimento tardio de sintomas na planta dificulta a
deteccéo precoce da doenca.

Métodos convencionais envolvendo microscopia e técnicas de coloracao
histologica séo utilizados na identificagdo de fitopatdégenos, e estas técnicas para
carvdo em cana-de-acucar foram revisadas recentemente (SUNDAR et al., 2012).
Sinha, Singh e Misra (1982) utilizaram um meétodo de deteccdo de hifas de S.
scitamineum em brotos de cana-de-acucar utilizando coloracéo histolégica com azul
tripan, podendo ser observado em microscopia 6ptica. Devido a velocidade de
analise (quatro horas), ha sugestbes que o método possa ser especialmente util
durante quarentena (melhor explicado em controle) e também por agéncias de
certificagdo de mudas.

A serologia contribui hd muito tempo para a deteccdo e identificacdo de
patdgenos de plantas, sendo o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) uma
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técnica amplamente estudada e revisada (CLARK, 1981). O método imunoldgico
ELISA ja foi avaliado para detectar carvdo (S. scitamineum) em cana-de-agUcar
(variedades suscetiveis na india: Co1287 e Co740). Stardard Direct ELISA (DAS
ELISA) (enzima penicilase conjugada, com penilina G como substrato), utilizando
extrato da cana-de-agucar infectada como antigeno, e Indirect ELISA (DAC ELISA)
com uso da enzima fosfatase alcalina, “anti-goat anti-rabbit globulin”, para detectar a
colonizacdo de S. scitamineum na planta foram também métodos utilizados. Os
testes mostraram que também é possivel quantificar a colonizacdo do patdégeno
utilizando ELISA. Embora tanto telisporos como micélios dicariéticos do fungo
apresentem o mesmo antigeno, testes mostraram néo ser tdo sensiveis na detec¢ao
do patdégeno. Ha sugestdes ainda de que, como a hifa dicaridtica esta mais
relacionada com a infeccdo e os telidsporos ndo sdo capazes de invadir a planta, a
primeira pode apresentar maior especificidade e sensibilidade em testes
imunoldgicos (PADMANABAN; MOHANRAJ, 1999). Outros testes de ELISA indireto
ja foram realizados para deteccdo de carvdo em cana (NALLATHAMBI,
PADMANABAN; MOHANRAJ, 2001, apud SUNDAR et al., 2012).

Técnicas de imunoflorescéncia indireta foram otimizadas, também para
diagndstico eficiente da doenca (ACEVEDO; PINON, 1996, apud SUNDAR et al.,
2012).

2.4 Sintomas e Sinais

Tecidos infectados desenvolvem um soro apical em forma de chicote (figura
2), que substitui a inflorescéncia e é caracterizado por um tecido fino e com menor
contetdo de acucar (PIEPENBRING; STOLL; OBERWINKLER, 2002); ele pode ser
longo, curto, fechado, torcido, podendo a planta até mesmo apresentar multiplos
destes chicotes (SUNDAR et al., 2012). Em alguns casos, dez dias antes da
emergéncia destas estruturas, as folhas tornam-se rigidas e eretas, com internos
superiores da planta tornando-se mais compridos (COMSTOCK; FERREIRA; TEW,
1983). Apos cerca de dois meses de desenvolvimento dos micélios do patdégeno,
estas estruturas (chicotes) podem chegar até cerca de 70 centimetros (WADA et al.,
1999), em alguns casos 1,5 metros (COMSTOCK; FERREIRA; TEW, 1983),
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podendo tornar as folhas da planta pequenas e estreitadas, as quais adquirem
aspecto herbaceo (LEGAZ et al.,, 1998, WADA et al., 1999). Apds trés a quatro
semanas de infeccdo, pode haver retardo no desenvolvimento das folhas e
amarelamento, em variedades altamente suscetiveis (COMSTOCK; FERREIRA;
TEW, 1983). A haste torna-se ténue, apresentando dificuldades para atingir um
tamanho normal (WADA et al., 1999). Estames e inflorescéncias modificadas
também podem caracterizar a doenca (COMSTOCK; FERREIRA; TEW, 1983).

Figura 2 — Chicote (internamente ao retangulo vermelho) que surge em cana-de-
acucar infectada por Sporisorium scitamineum, causador do carvao.

Fonte: (elaborado pelo autor).
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Sintomas nao usuais podem, ainda, ser detectados na planta (figura 3).

Figura 3 — Sintomas n&o usuais da infec¢cdo por carvao. a) Deformidade apical; b)
Infeccao floral; ¢) mé& formacédo de fuso mitético; d) Proliferacdo de brotos (ou
brotamento anormal).

Fonte: (SUNDAR et al., 2012).
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2.5 Caracterizacao do patdégeno (etiologia)

Inicialmente, o patdgeno de carvdo de cana-de-acgUcar foi classificado como
Ustilago sacchari, posteriormente como Ustilago scitaminea (COMSTOCK;
FERREIRA; TEW, 1983) e atualmente classificado como Sporisorium scitamineum
(PIEPENBRING; STOLL; OBERWINKLER, 2002). Embora a abordagem de técnicas
de Biologia Molecular deveria ser feita no capitulo de Biotecnologia, ndo € possivel
trabalhar atualmente com taxonomia de microorganismos sem a utilizacdo das
mesmas. Fatores como a plasticidade fenotipica e genética, e também devido a
presenca de taxons cripticos (como ocorre em C. paradoxa, agente causal de
podriddo abacaxi), exigem o uso da microgenémica (uso de pequenos segmentos do
genoma para diagnosticar diversidade de vida) utilizando “barcodes” (“cddigos de
barras”) (HEBERT et al., 2003).

Piepenbring, Stoll e Oberwinkler (2002) realizaram observacoes
macromorfolégica e anatdbmicas para Ustilago esculenta (patégeno de arroz
selvagem), U. maydis (patdgeno de milho) e S. scitamineum (até entdo U.
scitaminea), além de analisar ultraestrutura de seus telibsporos por Microscopia
Eletronica de Transmissdo (TEM), complementado por analises filogenéticas entre
estas e outras espécies de Sporisorium e Ustilago, utilizando a regido 5 da LSU do
gene de rRNA (iniciadores LROR e LR6). A partir de entdo, a classificagcdo do
patdbgeno de carvdo em cana-de-acUcar passou de U. scitaminea para o género
Sporisorium, tornando-se S. scitamineum. Detalhes dos teliésporos de S.
scitamineum apresentados pelo autor, comparando-os com esporos e estrutura dos
soros de carvdo em milho (U. maydis), U. esculenta (arroz selvagem) e S.
scitamineum em cana-de-acUcar estdo nas figura 4 e figura 5 (PIEPENBRING;
STOLL; OBERWINKLER, 2002).
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Figura 4 — Paredes dos teliésporos de fungos de carvao por Microscopia Eletrdnica
de Transmissdo (MET). a e b) S. scitamineum; c) Teliésporos maduros de Ustilago
maydis.

G4

. ) .
Fonte: (PIEPENBRING; STOLL

; OBERWINKLER, 2002).

Figura 5 — Soros de fungos de carvdo economicamente importantes. a-c) Ustilago
maydis em Zea mays; d) Sporisorium scitamineum em cana-de-acUcar; e-f) Ustilago
esculenta em Yenia esculenta.

Fonte: (PIEPENBRING; STOLL; OBERWINKLER, 2002).
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ApOs determinacdo de S. scitamineum (PIEPENBRING; STOLL;
OBERWINKLER, 2002), outra analise filogenética foi utilizada utilizando espécies de
Ustilaginales (Ustilago e Sporisorium) (STOLL et al., 2003). A regido ITS foi utilizada
no estudo, por apresentar maior resolucdo em nivel de espécie e subespécie, em
relagdo a anteriormente (PIEPENBRING; STOLL; OBERWINKLER, 2002). O estudo
confirmou a posicdo taxondmica atual do patégeno. Recentemente, esta regido ITS
(“Internal Transcribed Spacer”) foi sugerida como “barcode” para fungos (SCHOCH
et al., 2012)

S. scitamineum é um parasita biotréfico obrigatério (tecidos do hospedeiro sao
mantidos vivos e nutrientes séo retirados) (RUTHERFORD et al., 2002). As
caracteristicas “in vitro” apresentadas por S. scitamineum sé&o telibsporos que
germinam em temperatura de 30°C ou acima disso, em meio rico (Czapek-Dox),
condicles tipicas do género Ustilago. Geralmente um promicélio se desenvolve, o
qual se divide dando origem a células (trés ou quatro), que por brotamento déo
origem a esporidios ovais (COMSTOCK; FERREIRA; TEW, 1983), com cerca de 2x6
um. A medida que o meio de cultivo se torna mais pobre e com temperaturas
menores, a germinagdo dos telidsporos tende a produzir hifas longas e septadas. A
fusdo entre hifas e esporidios (n) ocorre e a hifa dicaridtica (2n) é produzida (esta
fase é capaz de infectar a planta). Eventualmente, um esporidio gigante € produzido
em baixas temperatura e alta concentragcdo de sacarose. Colbnias miceliais sao
evidentes entre 48 e 72 horas, em nutriente ou agua com agar (COMSTOCK;
FERREIRA; TEW, 1983).

Dois tipos de colbnias sdo observados quando se isola S. scitamineum a
partir de chicotes de cana-de-acgucar. Colbnias que crescem devagar inicialmente
“‘marrom-pretas”, e ocasionalmente colénias com micélio branco. Estas colbnias
“marrom-escuras” séo instaveis, sao patogénicas em cana quando reinfectadas e
dao origem a trés tipos distintos de crescimento: cor de creme, micélio branco e
areas em forma de leveduras (“yeast-like”). O mecanismo de transicdo de um tipo de
colonia para outra ndo é muito claro, mas esta provavelmente relacionado com tipo
de ploidia (COMSTOCK; FERREIRA; TEW, 1983). Um trabalho recente sobre
deteccgédo de coldnias de micélios (dicariético) e da forma yeast-like (haploides + e -)
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apresenta detalhes do cultivo em laboratério, do cruzamento de mating-types e do
micélio (figura 6) (MOOSAWI-JORF; IZADI, 2007).

Figura 6 — Coldnias “in vitro” de S. scitamineum. A) Formas micelial e “yeast-like”; B)
Colbnias “yeast-like”; e C) Micélios do patégeno onde mating-types + e — se cruzam,
no meio de cultura.

Fonte: (modificado de MOOSAWI-JORF; IZADI, 2007).

2.6 Ciclo de Rela¢bes Patégeno-Hospedeiro

2.6.1 Sobrevivéncia do patdgeno

Estruturas de sobrevivéncia em S. scitamineum correspondem aos
teliésporos, que permitem a sua sobrevivéncia, até quando ndo ha cana-de-agUcar
plantada (GIGLIOTI, 2007).

Em relacdo as condicdbes ambientais de sobrevivéncia, sabe-se que as
condi¢cdes subtropicais em Louisiana, por exemplo, favorecem a ocorréncia da
doenca; no entanto, a producdo de soros (chicotes) diminui quando ha quedas na
temperatura (mudanca de estacao). Além disso, a plantacdo de cana é geralmente
interrompida durante o inverno, o que diminui a ocorréncia da doenca, sendo que 0
frio afeta a fisiologia da planta e do fungo, influenciando também o numero de
plantas infectadas na estacdo seguinte. Devido a influéncia destes fatores
climaticos, pesquisadores conduziram experimentos para avaliar a longevidade de
esporos em solos de Louisiana, visto que ndo se sabia se 0s esporos produzidos
durante uma estacéo persistiam e causavam infec¢cado na subsequente (HOY et al.,
1993). Este e outros estudos mostram que teliésporos de S. scitamineum sao

sensiveis & umidade; em solos Umidos na india, por exemplo, teliésporos resistiam
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cerca de trés semanas, enquanto estas estruturas podiam ser detectadas até 31
semanas, sob condi¢cbes de seca (HOY et al., 1993).

Em laboratério, teliosporos de S. scitamineum podem sobreviver durante
muitos meses, se mantidos secos. No entanto, com umidade este tempo é de
somente duas a trés semanas (COMSTOCK; FERREIRA; TEW, 1983), reforcando a
sensibilidade da estrutura a umidade. Pesquisadores verificaram que telibsporos
suspensos em agua a 56°C eram mortos em dois minutos. Calor seco, no entanto,
tratamento térmico a seco em 60° C, durante 48 horas, manteve 15% dos teliosporos
vivos, embora tenha ocasionado germinagédo tardia (entre 24 e 30 horas, ao
contrario das 6 horas comumente observadas). Ou seja, a sensibilidade ao calor
pode aumentar com o aumento da umidade, para este patdogeno (COMSTOCK;
FERREIRA; TEW, 1983).

2.6.2 Disseminacao do patégeno

Os teliésporos de S. scitamineum amadurecem no interior dos soros
(chicotes) e, em seguida, sdo dispersos principalmente através do ar, podendo
também ser localmente transportado pela agua de irrigacdo ou estar naturalmente
presentes no solo da area de cultivo, entrando em nova planta através da muda
(WADA et al., 1999). O numero de teliosporos produzidos em cada chicote de cana-
de-aclcar é enorme: estima-se que cerca de 10 teliésporos sdo produzidos
durante a vida de um chicote. Estudos sugerem que a infeccdo de 20% de um
campo com cerca de 75.000 hastes de cana, séo cerca de 1.5x10™ teliésporos, que
podem ser dispersos pelo ar a longas distancias. Esta facilidade de produzir grandes
guantidades e féacil dispersdo dificultam o controle local e regionalmente. Uma
evidéncia deste transporte aéreo eficiente é a contaminacdo de cana-de-agucar por
S. scitamineum entre as ilhas do Havai (Maui contaminando Kohala) (COMSTOCK;
FERREIRA; TEW, 1983).
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2.6.3 Infeccéo

Para a infeccdo ocorrer, teliosporos de S. scitamineum entram em contato
com o internd da cana-de-acucar (LEGAZ et al., 1998). Em seguida, ocorre a
germinacdo de uma hifa que da origem a esporidios haploides por meiose, seguido
da formacao de esporidios — e + por brotamento. Estes esporidios, quando fundidos
(- com +), originam uma hifa dicariotica (2n) (SANTIAGO et al., 2012), Unica capaz
de infectar a planta (estes processos ocorrem geralmente na epiderme, em brotos
ou estdmatos abertos da planta). O broto e as células meristeméaticas sédo invadidos
(SCHENCK, 1999) em alguns casos logo apés seis a 36 horas. Apds isso, ha a
formacdo de apressorio (estrutura achatada, formada pela dilatagéo da hifa, que se
adere firmemente ao hospedeiro para facilitar a penetragéo) no interior do embriéo e
na base das folhas emergentes (LEGAZ et al., 1998). Detalhes de teliésporos de S.
scitamineum obtidos a partir de chicotes em cana-de-acucar infectada, assim como
da germinacao “in vitro” dos mesmaos, estédo representados na figura 7.

Como teliosporos do patégeno ndo resistem muito tempo a alta umidade, a
infeccdo de mudas no solo umido é de baixa incidéncia (COMSTOCK; FERREIRA,;
TEW, 1983).

Figura 7 — Teliésporos de S. scitamineum e germinagédo. a) teliésporos a partir do
chicote; b) e ¢) germinacéo dos telidésporos.

Fonte: (SUNDAR et al., 2012).

2.6.4 Colonizacao

ApoOs infeccdo, as hifas se estendem por todo o hospedeiro, especialmente
nas células parenquimaticas da regido inferior, e se direcionam a regido superior
para formar o soro, em forma de chicote (LEGAZ et al., 1998). As hifas podem,

ainda, permanecer dormentes na planta, em um estado denominado “infeccao



36

latente” (COMSTOCK; FERREIRA ; TEW, 1983, SANTIAGO et al., 2012). Durante o
desenvolvimento do fungo na planta e anteriormente a formacdo dos soros
(chicotes), o micélio fungico se acumula no meristema apical, os internds da planta
se elongam, o meristema apical se torna intercalado e a formacédo do soro é iniciada
(em forma de chicote). A fusdo de dois nucleos fangicos ocorre em cada célula
micelial, aparentemente durante esta fase. Células mononucleadas podem ser
observadas na periferia dos chicotes em uma matriz gelatinosa. Paredes celulares
gue se formam ao redor de cada ndcleo se espessam e tornam-se pigmentadas,
para formar teliosporos dipléides maduros. A germinacdo dos teliésporos, o
brotamento continuado dos esporidios, a determinacdo do sexo dos esporidios e
formacédo de hifa dicariética podem ser conduzidos “in vitro”, mas o resto do ciclo de
vida e a fusdo dos nucleos (hifas dicariéticas) ainda ndo foram observados
(SCHENCK, 1999).

2.6.5 Reproducao e mecanismos genéticos de Mating-types e patogenicidade

Revisdo sobre a estrutura, fungcéao e evolucao de “mating-types” em fungos de
carvado foi realizada, mostrando serem bastante complexas. Estes fungos sao
dependentes do sistema sexual (necessidade de formar a hifa dicariética) para a
infeccdo e também para a reproducdo (no hospedeiro, ocorre a proliferacdo e
formacéo de esporos) (BAKKEREN; KAMPER; SCHIRAWSKI, 2008).

Quando teliosporos de S. scitamineum entram em contato com a superficie
Uumida da planta, formam um pré-micélio, que por sua vez gera esporidios hapldides,
pelo processo de meiose (ALBERT; SCHENCK, 1996); este processo pode
aumentar a variabilidade genética do fungo, e pode estar fortemente envolvido com
0 processo de variacdo de viruléncia do patégeno e, portanto, estar relacionado com

o surgimento de novas ragas. A figura 8 mostra o ciclo reprodutivo do patégeno.
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Figura 8 — Ciclo reprodutivo de S. scitamineum.
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Fonte: (SCHENCK, 1999).

Resumidamente, o locus a € composto de dois alelos que se reconhecem por
meio de um sistema de um ferormdénio e uma proteina ferormdnio-receptor
(BAKKEREN; KAMPER; SCHIRAWSKI, 2008). A figura 9 mostra a organizacao
genética dos loci de mating-types em fungos de carvao.

S. scitamineum, assim como varias espécies de Ustilago causadores de
carvao, apresentam sistema de “mating” bipolar, no qual dois alelos em um mesmo
locus controlam a fusdo de esporidios e formacdo da hifa dicaridtica (ALBERT;
SCHENCK, 1996). Para que os “mating-types” (+ e -) sejam compativeis, um locus b
gue possui dois alelos em um “mating-type” sempre deve segregar com 0 mesmo
alelo correspondente (compativel) no locus a (SCHENCK, 1999). Estudos de Albert
e Schenck (1996) mostraram que amplificacdo do gene bE de S. Scitamineum (-)
com iniciadores utilizados para U. maydis gera um produto de PCR com identidade
de 71% gene do patégeno de milho (alelo 5); para o “mating-type” de S.

Scitamineum, esta identidade foi de 68% com U. Maydis. Ele & responsavel pelo
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desenvolvimento e crescimento da hifa dicariética e infecciosa em U.maydis, e os

autores sugerem que pode apresentar as mesmas funcdes em ambos os fungos.

Figura 9 — Organizacao genética de loci de mating-types de alguns Basidiomicetos.
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Fonte: (BAKKEREN; KAMPER; SCHIRAWSKI, 2008).

Tendo em vista a pequena quantidade de informacgBes disponiveis sobre o
complexo de “mating-types” em S. scitamineum, sera descrito o sistema sexual de U.
maydis, para o qual estudos tém sido aprofundados e tendo em vista que muitos
estudos sobre S. scitamineum tomam como referéncia este causador de carvdo em
milho.

O modelo bem estudado de “mating-type” para fungos causadores de carvao:
Ustilago maydis, patégeno de milho (Zea mays), cujo “mating system” é tetrapolar.
Neste fungo, a fase sexuada apresenta células em forma de leveduras de um
“mating-type” (como os esporidios em S. scitamineum), as quais liberam horménios
gue atraem o “mating type” compativel. A ligacdo com o horménio induz a fusédo dos
filamentos e, entdo, forma o estagio assexuado em forma de hifa denominada
dicaridtica (também como em S. scitamineum). Dois loci sdo responsaveis pelos
diferentes “mating-types”: locus b, que contém genes codificantes de fatores de

transcricio de homeodominio; estes genes sdo diferenciados em HD1 (a2
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homélogo) e HD2 (al homélogo), dependendo da sequéncia do homeodominio e o
locus a, que contém genes codificantes de feroménios e receptores que Sao
recrutados para agir diretamente como determinantes do “mating-type”. Ha4 duas
versdes alélicas do locus a, mas cerca de 25 versfes alélicas do l6cus b, gerando
entdo 50 diferentes “mating-types”. Ainda, nenhum destes receptores séo ativados
por feromonios codificados por genes dentro do mesmo locus, somente diferentes
versodes alélicas de feromdnios e receptores sdo capazes de aproximar os “mating-
types” e entdo, de um ativar o complementar (ou seja alb2 pode juntar-se com
a2bl) (CASSELTON, 2002). H& sugestbes ainda que os alelos b de U. maydis
codifiguem polipetideos que, em combinacdo, ativam uma série de genes
responsaveis pela patogenicidade (SCHENCK, 1999).

Pesquisas deram evidéncia da presenca de genes a em S. scitamineum,
como hd em U. maydis, codificando receptores e ferorménios, sugerindo
comportamento como em genes a de outras espécies de Ustilago. A evidéncia do
l6cus b em S. scitamineum possibilitou desenvolvimento de técnicas moleculares
utilizando iniciadores de U. maydis (SCHENCK, 1999). Apresentaremos estudos em
Biotecnologia, utilizando estas informacgfes, visando o diagnéstico de carvdo em

cana-de-acucar.

2.7 Controle

Experiéncia de estratégias de controle na Nigéria (NISUCO — Nigerian Sugar
Company) mostrou que o controle mais eficiente de carvdo seria utilizando o
tratamento térmico (52°C, por 30 min), seguido do uso dos fungicidas Pyroquilon,
Benomyl e Metalaxyl (WADA et al., 1999), discutido mais a frente. Outros trabalhos
apontam maior eficiéncia no controle através da utilizagdo de cultivares resistentes
(CO et al.,, 2008), devido a fatores como custo, por isso diversas variedades
resistentes ao carvao vém sendo desenvolvidas (NZIOKI et al., 2010). Sao inameros
os testes para avaliacdo da resisténcia de cultivares de cana-de-aglcar. desde o
mergulho do broto da planta em solugédo com teliésporos, aplicacdo de pasta com os
teliosporos no tecido da planta, com ou sem ferimentos, ou in6culo com injecéo.

Apés determinado tempo, ou apés determinado numero de replantios da cana-de-
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acucar infectada, é avaliada a suscetibilidade do cultivar de acordo com o numero de
soros (chicotes) surgidos, testes que podem ser realizados tanto em casa-de-
vegetacdo, como no campo. (CO et al., 2008).

Outra opcdo de controle para carvdo em cana-de-agUcar consiste na
aplicacéo de fungicidas. Eles podem ser utilizados em mergulho dos toletes em agua
fria ou adicionados a tanques de tratamento com agua quente (52°C). Esta reportado
0 uso de compostos de Mercurio ou Cloro, além de triazois, como triadimefon e
propiconazol, os quais sdo atualmente usados na Australia, por exemplo (BHUIYAN
et al., 2012).

A aplicacao de fungicidas em campo ja foi avaliada na Nigéria, para comparar
a eficiéncia de diversos fungicidas. Mancozeb (Dithane M45), Delsene M
(Carbendazim + Maneb) e Chlorotalonil (Tetracloroisoftalonitrila) foram avaliados em
comparacdo com Benomyl, como fungicida padrdo. Todos mostraram eficiéncia,
quando comparados com controle n&o tratado (WADA et al., 1999).

Recentemente, diversos fungicidas foram testados (azoxystrobin,
cyproconazol, acibenzolar-s-methyl, propiconazole, difenoconazole, triadimefon,
metalaxyl, dodecyl dimethyl ammonium chloride e quintozene) no controle de carvéao
em cana-de-acUcar. Os experimentos foram realizados na primavera e no outono
australianos, ou seja, a aplicacdo de fungicidas e plantacdo foram realizados em
novembro (experimento 1) e margo (exp. 2), respectivamente. Azoxystrobin, didecyl
dimethyl ammonium chloride, quintozene e triadimefon foram os mais eficazes “in
vitro”, e somente para o ultimo foi necessaria uma concentragdo maior do fungicida
para a obtencdo do mesmo resultado, quando o experimento foi montado no outono.
No entanto, para aplicacdo em campo, triadimefon, azoxystrobin, propiconazol e
cyproconazol mostram maior eficiéncia, apds trés a seis meses de cultivo. E
importante também ressaltar que deve-se testar os mesmos fungicidas em aplicagédo
com “spray”, geralmente praticado em campo; neste experimento, eles utilizam o
mergulho da muda (BHUIYAN et al., 2012).

Como métodos de controle, a manipulacdo do ambiente, rotacdo de culturas,
plantio ou irrigagdo tardios, ou preparacao especifica das terras de cultivo (principios
de controle de regulacéo e evasao) sao outras op¢oes (WADA et al., 1999), que se

enquadram no principio de “regulacao”.
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Zimbabue, plantador de cana-de-agucar, tem aplicado também altos niveis de
NPK (Nitrogénio, Fésforo e Potassio) no solo. Louisiana reduziu o tempo de
replantios a partir de cultivo anterior; a cada ano, eles replantam o campo com
mudas limpas de cana-de-agUcar. Outra estratégia que pode ser adotada € a
verificacdo rotineira de brotos de cana-de-agUcar contaminados, e retira-los do
campo (“roguing”) (WADA et al., 1999).

O Brasil tem utilizado mudas comerciais limpas de cana-de-acucar, estratégia
gue tem diminuido a incidéncia de carvdo. No entanto, a principal pratica é a
resisténcia genética (uso de variedades resistentes), além da recomendacdo de
pratica do “roguing” (DOS SANTOS, 2008).

Quando comparado ao uso de fungicidas, a utilizacdo de bioagentes de
controle ou extratos de plantas sdo mais ecologicamente viaveis no controle de
determinada doenca. Filtrados de Fusarium foram reportados inibindo a germinacao
de teliosporos (“in vitro”) de S. scitamineum, embora ndo esteja relacionado a
penetracdo dos micélios de Fusarium nestas estruturas. Os extratos de folha de
Calendula officinalis, Eclipta Alba e Solanum nigrum inibiram mais que 90% da
germinagdo “in vitro”, e os de outras plantas foram promissores ao menos no
adiamento da germinacdo. Em campo, o tratamento da muda de cana-de-acucar
com extrato de S. nigrum diminuiu a incidéncia da doenga de 11%, no controle
infectado, para cerca de 2%. Quando a planta estava no segundo replantio, a
incidéncia da doenca com o mesmo tratamento foi de 5,38%, contra 15,3% do
controle positivo. O melhor tratamento, no entanto, para aumentar a germinacao da
planta, a produtividade e cana para moer, na plantada e na replantada, foi com
extrato de Trichoderma viride. No entanto, nenhuma informacgéo esta disponivel para
o controle sob as condi¢cdes do campo, com utilizacdo destes metodos e agentes ou
extratos de plantas (LAL et al., 2009).

A quarentena é outro método de controle que visa restringir a dispersdo de
doencas, através do controle do movimento de plantas, solo, maquinaria e outros
itens contaminados. Visto a ocorréncia recente de carvdo na Australia (1998)
(CROFT; THOMPSON; MAGAREY, 2011), regulamentacfes de quarentena foram
realizadas no pais, a qual mostrou reducdo de risco da dispersdo do patdgeno
(SUNDAR et al., 2012).
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2.8 Diversidade de viruléncia do patdgeno (variabilidade)

Véarios sdo os métodos para verificarmos a diversidade de racas de S.
scitamineum. Uma das maneiras é inocular teliosporos do patdogeno em diversos
cultivares (suscetiveis ou resistentes), e entdo fazer a distingdo, nomeando as racas
pela regido de surgimento ou ocorréncia, ou por qual cultivar é infectado, por
exemplo. No Havai, em 1976 a variedade de cana-de-aglUcar mais resistente ao
carvao (H50-7209) tornou-se suscetivel ao patdgeno; a raca surgida foi denominada
Oahu. Em 2001, a variedade resistente as presentes no pais tornou-se suscetivel, e
esta nova raga, entao, foi denominada Maui (SCHENCK, 2003).

A variabilidade patogénica foi avaliada para populacdes de S. scitamineum de
diversas cidades no Estado de S&o Paulo, como Ribeirdo Preto, Piracicaba e Jadu,
levando em conta as variaveis incidéncia (%), area sob curva de progresso da
doenca e periodo latente. Os resultados mostraram que ha variabilidade na
patogenicidade, mas ndo ha diversidade de viruléncia, e sim na agressividade das

populacées do patdégeno (RAGO; CASAGRANDE; JUNIOR, 2009).
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3 PODRIDAO-ABACAXI

3.1 Danos e perdas

Podriddo abacaxi, causada por Ceratocystis paradoxa (cuja anamorfa é
Thielaviopsis paradoxa) resulta em falhas nas &reas de plantacdo de cana-de-
acucar. Quando héa infeccdo, a germinacdo de brotos € dificultada, tornando-se
pobre e desigual, seguido de morte rapida da planta (JAMES, 2004), esta inibicéo
ultrapassando 47%, seguido de uma diminuicdo na producdo da cana-de-agUcar
entre 31-35% (BEGUM; TALUKDER; HOQUE, 2008). Quando severa, a doenca
reduz seriamente a germinacao. Ha inibicdo da formacao de raizes quando pedacos
de toletes estéo infectados (SINGH et al., 1999).

Infeccdo por C. paradoxa foi primeiramente registrada por De Seynes, em
1886, causando podriddo em frutas de abacaxi (DE SEYNES, 1886, apud
YADAHALLI, 2007c), posteriormente detectado em Java, onde a doenca recebeu o
nome “podriddo abacaxi”, devido ao odor nas plantas de cana-de-acucar infectadas
(WENT, 1893, apud YADAHALLI, 2007c).

Danos severos com a doenca em cana-de-acucar foram registrados em varios
paises produtores, como Australia, Mauritius, Africa do Sul e Taiwan (SINGH et al.,
1999), sendo também de importancia em Bangladesh (BEGUM; TALUKDER,;
HOQUE, 2008), onde estéa distribuido em todas as regides de cultivo. A doenga vem
sendo registrada em todos os estados em que hé cultivo na india (SURYAWANSHI;
DEY, 2012).

Além da cana-de-acgucar, outras culturas de regides tropicais e temperadas,
como palma, banana, abacaxi e cacau sdo também infectadas pelo fungo (SINGH et
al., 1999). O coco é também afetado por C. paradoxa, ocorrendo na India e outros
paises proximos onde ha o cultivo, como Sri Lanka e Indonésia, tendo sido
registrado no Brasil, atacando coco no estado do Amazonas (1985) e Sergipe (1986)
(WARWICK; PASSOS, 2009).

Em 2009, a incidéncia de C. paradoxa também foi verificada em solos de
plantacdo de tamareira na Espanha (costa mediterranea, temperaturas entre 11 e
26°C, 300 mm anuais de chuva). O fungo também constitui um patégeno da planta,
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juntamente com outra espécie, Thielaviopsis punctulata. Em 52% dos campos com
cultivo havia incidéncia do patdgeno (isolamento de T. paradoxa do solo)
(ABDULLAH et al., 2009).

3.2 Deteccéo

Como C. paradoxa constitui um fungo do solo, geralmente ocupando o0s
primeiros 25 cm do solo onde a cana-de-acUcar esta plantada, € necessario
métodos de deteccao do patdégeno no solo. No Havai, por exemplo, foi verificada a
densidade de 3875 esporos/g de solo. Pesquisadores avaliaram dois métodos de
deteccdo de C. paradoxa, um denominado “V8-semi selective medium” e outro
“tissue bait”. Para andlise de eficiéncia do método utilizando um meio seletivo, foi
verificada inicialmente a viabilidade de esporos de C. paradoxa, através da
germinacdo de clamididsporos, seguido de teste de recuperacao utilizando o meio
(poder de recuperacdo de esporos do solo determina a eficiéncia do método). O
desenvolvimento de meios seletivos €, em especial, um desafio para a deteccao de
determinado organismo em amostras ambientais, visto a presenca de bactérias,
actinomicetos, fungos e algas, por exemplo; neste caso, 0 meio permitiu néo
somente o desenvolvimento rapido de C. paradoxa, mas também o surgimento de
clamidiésporos, cujas caracteristicas permitiram a identificacdo de C. paradoxa, para
a contagem. O teste de “tissue bait” foi realizado preparando laminas a partir de
tecido de cana-de-acUcar (variedade suscetivel a podriddo-abacaxi), coletadas dos
mesmos locais em que a densidade de esporos no solos foi verificada.

Os resultados mostraram que a maior eficiéncia ocorre em diluicbes da
amostra de solo cujo resultado em placa de Petri apresente menos que 50 colbnias
a serem contadas; baixas diluicdes comprometeram a sensibilidade do teste. A
desvantagem do teste é a presenca de contaminantes; o autor sugere 0
desenvolvimento de fungicidas que, a serem testados, para otimizar a detecgcéao. A
presenca destes contaminantes pode subestimar a presenca de C. paradoxa. Os
pesquisadores verificaram também que em um dos campos analisados, a densidade
de esporos no solo foi bastante acima que para os demais; verificaram também que

a colheita mecéanica era realizada nestes campos. Eles sugeriram entdo que ha
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necessidade de verificar a influéncia da mecanizacéo, fazendo a coleta de amostra
do solo antes e apos a colheita mecanizada; eles sugerem que a presenca de
pedacos de cana-de-aclcar que permanecem no solo podem atuar como meio para
desenvolvimento do fungo, mesmo no solo.

Comparando o meio seletivo com a analise microscépica da cana-de-acUcar,
0 ultimo método mostrou ser mais eficiente; entre 61 campos analisados, 30 foram
detectados com a infecg¢ao por “tissue baiti” e 25 através do uso de meio seletivo. No
entanto, o fato do patdégeno necessitar de um tempo para se desenvolver na cana-
de-aclcar explica o fato que para alguns campos tenha sido detectado o patégeno
por meio seletivo, mas nao por “tissue bait” (MOUTIA; SAUMTALLY, 1999).

Abdullah et al. (2009) cita diversos outros métodos de detec¢éo de fungos no
solo. Diluicdo e plagueamento (padrédo), plagueamento direto, tratamento do solo
com 5% de &cido acético, tratamento com etanol 70% e tratamento com fenol 2%.
PCA (“Potato Carrot Agar’), MEA (“Malt Extract Agar”’) e PDA (“Potato Dextrose
Agar”) foram utilizados e cloranfenicol aplicado para impedir o crescimento
bacteriano. O crescimento dos fungos ocorreu a 25°C no escuro. Foi detectado o
patdgeno com alta frequéncia (52%), juntamente com T. punctulata, outro patégeno

de planta, nos solos espanhdis.

3.3 Sintomas e Sinais

Geralmente, os sintomas da podriddo abacaxi aparecem apés duas a trés
semanas do plantio (AGNIHOTRI, 1996). Toletes de cana-de-agucar afetados pela
doenca apodrecem antes que novos brotos germinem e, quando ocorre brotamento,
h&a morte do broto rapidamente apds emergéncia. Se havia brotamento antes de
uma extensiva podridao na planta infectada por C. paradoxa, o desenvolvimento dos
brotos passa a ser retardado (SINGH et al., 1999).

Ha também vermelhiddo (figura 10), causada pelo espalhamento do
patogeno, além do aroma de abacaxi maduro (acetato de etila), seguido do
escurecimento resultante da presenca de clamidiésporos maduros. Plantagfes

infectadas por C. paradoxa séo irregulares e as plantas com aparéncia torta (SINGH
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et al., 1999). A infeccdo de mudas inibe a formacdo de raizes pelas mesmas,

provavelmente pelo fato da producéo de etileno.

3.4 Caracterizacao do patdégeno (etiologia)

O patégeno de podriddo abacaxi é Ceratocystis paradoxa, fungo de solo
transmitido a cana-de-acgucar por conidios ou clamidiésporos nele presentes (SINGH
et al., 1999). C. paradoxa é uma espécie teleomorfica (reproducédo sexuada) para a
qual Thielaviopsis paradoxa constitui sua anamorfia (reproducdo assexuada)
(PAULIN-MAHADY; HARRINGTON; MCNEW, 2002).

O “status” atual é baseado em filogenética suportada por analises de LSU
(DNA ribossomal nuclear) e regido ITS (Internal Transcribed Spacer) de espécies do
género Chalara (anteriormente considerada anamorfico de C. paradoxa),
Chalaropsis e Thielaviopsis com espécies de Ceratocystis (PAULIN-MAHADY;
HARRINGTON; MCNEW, 2002).

Em T. paradoxa, os conidiésporos sdo geralmente retos, de hialino a marrom

palido, com cerca de 200um de comprimento, com células terminais carregando
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conidios, os quais geralmente estdo inicialmente arranjados em cadeias
(aleurioconidios) (SOYTONG; PONGNAK; KASIOLARN, 2005). Dois tipos de
conidios caracterizam T. paradoxa: um deles é denominado endoconidio, com
filidios, outro é denominado aleurioconidio (figura 12), maior, pigmentado e
arranjado em forma de cadeias, na extremidade de hifas especializadas (células
esporégenas basais). As cadeias sao posteriormente fragmentadas, gerando
esporos individuais em forma de barril (PAULIN-MAHADY; HARRINGTON; MCNEW,
2002). C. paradoxa é um patogeno necrotrofico (RUTHERFORD et al., 2002).

Clamidiésporos de T. paradoxa (figura 11) sdo originados em cadeias a partir
de pequenos bracgos de hifas, sdo entre marrom palido e preto-amarronzado, lisos,
ovais e entre 10-20 x 5-10 um (SOYTONG; PONGNAK; KASIOLARN, 2005).

Figura 11 — Conidios e clamidiésporos de T. paradoxa (anamorfia de C. paradoxa)
causando podridées em palma (400X). -
L4
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Fonte: (SOYTONG; PONGNAK; KASIOLARN, 2005)

As condic¢des 6timas de crescimento e esporulacéo “in vitro” para C. paradoxa
sdo de 28°C, esporulando a partir de 15°C, e pH oOtimo de crescimento e
esporulacdo em 6,5 e 7,0, respectivamente. A umidade relativa também foi

verificada para a ocorréncia da doenca. Verificou-se que entre as condi¢cdes
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testadas, as menores porcentagens (20%) e as maiores (100%) tiveram maior
incidéncia de podriddo (YADAHALLI, 2007). Pesquisadores avaliaram, ainda, a
influéncia da temperatura sobre o crescimento micelial do patdégeno isolado de
coqueiros infectados, e confirmaram uma temperatura Otima de crescimento em
28°C. A producéo de esporos foi maior em 29°C. Tanto o crescimento micelial como
a producdo de esporos diminuem a medida que a temperatura aumenta, nao
ocorrendo em 40°C (COSTA E CARVALHO et al., 2011)

Figura 12 — Aleurioconidios com paredes espessas formados em cadeias (2) e
filoconidios (3) de T. paradoxa (escala = 10 um).
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Fonte: (ABDULLAH et al., 2009).

3.5 Ciclo de Relac¢des Patdégeno-Hospedeiro

3.5.1 Sobrevivéncia do patégeno

Clamidiésporos de C. paradoxa sédo importantes para a sobrevivéncia em
longo prazo do fungo no solo (SINGH et al.,, 1999). Macroconidios sdo esporos
assexuados de T. paradoxa responsaveis pela sobrevivéncia em condi¢cdes
ambientais adversas (CHAPOLA, 2010).
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O pH do solo é um dos fatores que determina a sobrevivéncia do patdégeno
nele. Pesquisadores mostraram que acima de pH 7.9 ndo foi encontrado C.
paradoxa; entre 4.2 e 7.9 ele foi detectado, sendo que a maior incidéncia ocorreu
entre os valores de pH 5 e 6. Alguns tipos de solo, descritos em Arlidge e Wong You
Cheong (1975, apud MOUTIA; SAUMTALLY, 1999) também favorecem a presenca
do fungo (MOUTIA; SAUMTALLY, 1999). As condicdbes de esporulacdo e
crescimento melhores para desenvolvimento de C. paradoxa, no entanto, mostram
estar entre 6,5 e 7,0 (YADAHALLI, 2007); neste caso deve ser analisada nédo
somente a densidade de esporos; como uma estrutura de sobrevivéncia, €
importante também sua viabilidade.

Quando foi avaliada a influéncia da temperatura sobre o crescimento de C.
paradoxa (isolado de coqueiro), foi mostrado que temperaturas acima de 40°C o
inibe completamente tanto o crescimento, como a esporulacdo do fungo. Testes nas
condicbes de campo sdo ainda necessarios para avaliar a sobrevivéncia do
patdogeno (COSTA E CARVALHO et al., 2011).

3.5.2 Disseminacao do patégeno

Como C. paradoxa é um fungo de solo, a transmisséo ocorre essencialmente
as gemas de cana-de-acucar por conidios e clamidiosporos presentes no solo
(SINGH et al., 1999). O movimento do indculo pode ocorrer também pelo ar ou pela
agua de irrigacédo e de escoamento (AGNIHOTRI, 1996).

Apds morte da planta, na qual se produziu esporos aos milhdes, estes séo
liberados no solo, servindo como fonte para o proximo plantio (RAID, 2010, apud
CHAPOLA, 2010).

A dispersdo de C. paradoxa pode eventualmente ser realizada por vetores,
em especial insetos, sendo reconhecido o transporte direto de C. paradoxa e C.
fagacearum por besouros. C. paradoxa foi também reportado como presente no trato
intestinal de Rhynchophorus palmarum, um Coleoptera (Insecta) que se hospeda
naturalmente em plantas Aracaceae (como o0 coqueiro). Coqueiros podem ser
suscetiveis a infeccdo por C. paradoxa. Isto indica um possivel papel de R.

palmarum como vetor (disseminacéo) de C. paradoxa (PARRA et al., 2003). Diatraea
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saccharalis (broca da cana-de-aclucar), Mahanarva fimbriolata (cigarrinha-das-
raizes), os besouros Sphenophorus levis (Coleoptera: Curculionidae), migdolus
(Migdolus fryanus, Coleoptera: Cerambycidae), Metamasius hemipterus (Coleoptera:
Curculionidae) e pao-de-galinha (Coleoptera: Scarabaeidae) ou cupins Heterotermes
tenuis (Isoptera: Rhinotermitidae) sdo exemplos de pragas comumentes associadas
a cana-de-acucar (MARQUES et al.,, 2008). A presenca do patdégeno no trato
intestinal destes insetos pode levar a infeccéo, caso o inseto auxilie a invasdo do

patégeno através de sua alimentacéo.

3.5.3 Infecgao

A infeccdo da cana-de-acucar por C. paradoxa ocorre logo apés o plantio,
através de cortes presentes na planta, os quais podem decorrer de ataque por
brocas ou entdo pelas maquinas presentes no campo (AGNIHOTRI, 1996). A
entrada de microconidios ocorre neste momento, 0s quais germinam e dao inicio a
invasao (CHAPOLA, 2010).

Estudos sobre a interacdo entre C. paradoxa e cana-de-acucar (Saccharum
spp.), como evidenciado pela presente revisdo, sao ainda escassOs, por isso
detalhes da infeccdo ndo sdo aqui apresentados.

Recentemente, Yadahalli (2007c) testou diferentes técnicas de indculo de
culturas puras de C. paradoxa em cana-de-acUcar. Somente com estas técnicas
bem definidas, € possivel normalizar os estudos e melhor compreender a doenca.

Co-7804, variedade suscetivel a doenca, foi utilizada para fazer os testes. As
gemas foram inoculadas através de (i) mergulho em solucdo de conidios por 30
minutos, (ii) inoculo no solo e utilizacdo do mesmo para plantar as gemas e (iii)
mergulho das gemas em conidios germinados (potato dextrose broth) por um dia a
28°C; as gemas foram mergulhadas nesta solugdo de conidios germinados e
também foram plantadas em solo estéril (como em i). Foram utilizados 10°
esporos/mL para os testes acima, aumentando a porcentagem de esporos utilizados
em cada ensaio, em solo estérial e ndo estéril; foram avaliadas também gemas com

um, dois, trés brotos, e também com brotos feridos.
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A medida que a concentracdo de in6culo de C. paradoxa aumentou, 0 nimero
de brotos germinados da planta diminuiu, assim como houve o aumento da
incidéncia da doenca (podriddo abacaxi). Em solo ndo estéril, estes efeitos
diminuiram. Quando foram comparadas as gemas que possuiam um, dois ou trés
brotos, e também os feridos, verificou-se menor germinagé@o nas plantas com menos
broto, com menor porcentagem ainda nas que possuiam broto ferido. A medida que
foi verificada a diminuicdo da germinacdo, houve o aumento de incidéncia de
podriddo abacaxi nos ensaios com inéculo de C. paradoxa (YADAHALLI, 2007c). A
menor germinagdo em plantas feridas exalta a importancia de insetos ou maquinaria

em campo que causem danos na planta, favorecendo a infeccéo.

3.5.4 Colonizacéao

Nas mudas recém-invadidas por C. paradoxa, pode ser observado um
encharcamento de suas extremidades, que se inicia na regido de entrada do
patégeno e aprofunda rapidamente. Em seguida, o patdgeno se espalha pelo tecido
parenguimatico, tecido que fica inicialmente avermelhado, passa para cinza, pardo-
escura e negra; neste momento, o patossistema libera o aroma de abacaxi que da
nome a doenca (mais acentuados nas fases iniciais do “ataque”) (CHAPOLA, 2010).

No momento em que o tecido esta negro, so resta a casca intacta das mudas.
Os feixes fibrovasculares internos estdo soltos e recobertos por uma massa de
esporos (CHAPOLA, 2010).

Experimentos realizados identificaram o acetato de etila (confere o odor de
abacaxi a planta infectada) como composto volatil toxico envolvido na colonizacao,
ja que foi detectado apos inoculo de C. paradoxa em cana-de-agucar. Apés verificar
a presenca do composto nas gemas inoculadas, concentracdes crescentes foram
avaliadas “in vitro” e mostraram que em solu¢gbes de 0.10, 0.15 e 0.25 mL/L de
acetato de etila ndo ha sequer brotamento, sendo que a formacéao de raiz foi menor
que o controle. Concentragcbes abaixo disso, embora ndo tivessem inibido
complemente o brotamento, reduziu bastante seu tamanho com relagdo ao controle
(YADAHALLI, 2007a).
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Ha trabalhos que mostram também que a maior producao de acetato de etila
por C. paradoxa ocorre em 20°C e ndo em 28°C (temperatura 6tima de crescimento
e esporulacdo do patégeno) (KUO; CHIEN; LI, 1969 apud CHAPOLA, 2010).
Portanto, isto pode explicar a maior importancia de podriddo abacaxi no plantio de
inverno (CHAPOLA, 2010). Outros trabalhos mostram também a inibicdo do
enraizamento, em decorréncia da producdo de etileno nas plantas submetidas a
acetato de etila exdgeno. Isto sugere que a planta infectada por C. paradoxa
também pode ter estimulada a producéo de etileno (CHAPOLA, 2010).

3.5.5 Reproducéao

No Brasil, o patégeno é encontrado infectando cana-de-acucar principalmente
em sua forma assexuada, T. paradoxa, produzindo micro e macroconidios. Os
microconidios possuem paredes finas e sao inicialmente hialinos, posteriormente
pardo-escuros. Cadeias de conidiéforos séo liberadas ao ambiente, apds producéo
endégena na planta. Macroconidios sdo formados em conidi6foros curtos,
perpendiculares as hifas principais. Sdo produzidos em cadeias, de trés a dez
conidios por conidioforo. A coloracdo destes varia de hialina a verde-oliva e,
posteriormente, parda-escura. Os microconidios sdo 0s responsaveis pela
germinacao e rapida colonizacao da planta (CHAPOLA, 2010).

Embora ndo haja clareza com relacdo a reproducdo de C. paradoxa e T.
paradoxa na literatura, ha descricdo para Ascomicetos em geral, inclusive com
relacdo aos “mating-types”. Neurospora crassa e Podospora anserina sdo modelos
de reproducdo em ascomicetos filamentosos, cujo acasalamento ocorre entre
diferentes células + e -, representadas por microconidios e ascogonios,
respectivamente (CASSELTON, 2002). Estes podem ser possiveis modelos para o

estudo da reproducdo em C. paradoxa.

3.6 Controle

A prevencao ideal da podriddo abacaxi seria em providenciar melhores
condi¢cdes para desenvolvimento da planta (BAILEY, 2004) ou escolhendo a melhor
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época para o plantio (CHAPOLA, 2010). A seca, por exemplo, € um fator que
contribui para aumentar a severidade da doenca (AGNIHOTRI, 1996).

A aplicacao de fungicidas é o melhor método de controle de podridao abacaxi,
principalmente compostos de Mercurio Organico. Em alguns paises como o Brasil,
no entanto, o uso destes produtos foi proibido devido a contaminacdo ambiental de
agrossistemas, sendo substituidos por outros fungicidas (BAILEY, 2004).

No Brasil, Priori Xtra (Azoxistrobina e Ciproconazol) e Dynasty (Azoxistrobina,
Fludioxonil, Metalaxil-M) sdo exemplos de fungicidas aplicados no controle da
doenca. Outros fungicidas também foram avaliados no Brasil, em condi¢bes que
propiciaram maior e menor incidéncia da doenca (temperaturas baixas e altas,
respectivamente). Em casa de vegetacdo, fungicidas foram aplicados utilizando
pulverizador costal pressurizado, de maneira a simular aplicacdo em campo
(CHAPOLA, 2010).

Eficiéncia foi verificada utilizando Azoxistrobina, em adicédo a Ciproconazol ou
Fluodioxil e Metalaxil-M. Propiconazol e Piraclostrobina, sozinha ou com
Epoxiconazol, também mostraram ser eficientes. A combinacdo de Azoxistrobina
com Ciproconazol, por exemplo, mostrou especial importancia, ja que a eficiéncia
deste fungicida foi muito boa em condi¢cdes que favoreciam altamente a ocorréncia
de podridao abacaxi (CHAPOLA, 2010).

Benomyl também foi recomendado para tratar doenca pelo mesmo patdégeno
de dendezeiro, na Nigéria (EZIASHI et al., 2010), embora ja tenha sido banido no
Brasil. Além deste, Guazatine, Carbendazim+Difeconazol sdo alguns exemplos de
fungicidas que se destacam nas regides de cultivo (BAILEY, 2004).

Foram realizados testes “in vitro” para avaliar a eficiéncia de outros fungicidas
sobre a cultura de T. paradoxa, como Carboxina+Tiran, Quintozeno e Codificado
BRF103, na inibicdo micelial do patégeno; resultados mostraram que 0 primeiro €
eficiente, mas em alta concentracdo; BRF103 foi eficiente na inibicdo de todos os
isolados e o ultimo apenas para alguns deles (ESMERINI et al., 2008).

As eficacias de propiconazol e cytogen (regulador de crescimento da planta)
foram avaliadas e comparadas no controle de podridao abacaxi, assim como duas
diferentes maneiras de aplicar o fungicida (mergulho por cinco minutos ou “spray”).
Cytogen tem especial aplicagcdo no controle de podridao abacaxi, pois estimula a
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rapida germinacdo (RAID, 1990). Verificou-se que o mergulho com o fungicida foi
mais eficiente no controle de podriddo abacaxi sobre o uso de cytogen,
proporcionando também maior produtividade de cana por unidade de area (hectare).
Quando comparado com outros fungicidas (Benomyl, Tiofanato metil, Flusilazol e
Etiltriazol) em casa-de-vegetacdo e em campo, propiconazol foi também mais
eficiente (mais porcentagem de desenvolvimento de brotos), sendo sempre mais
eficiente a aplicacdo por mergulho que em “spray” (RAID, 1990). Alguns autores
sugerem que o propiconazol ndo somente atua controlando a doenc¢a, mas também
atua sobre a fisiologia da cana-de-agucar, melhorando variaveis produtivas da planta
(CHAPOLA, 2010).

Além do uso de fungicidas, o uso de variedades resistentes no controle de
podriddo abacaxi e também a aplicacdo de agua quente nas mudas de cana-de-
acucar tém sido utilizados. O tratamento com agua quente (52° C) tem uso especial
para evitar raquitismo-da-soqueira (Leifsonia xyli subsp. xyli) de cana-de-acuUcar,
pois estimula a germinacdo da planta (RAID, 1990), podendo ser boa forma para
evitar também a infeccéo por C. paradoxa.

A desvantagem no uso de fungicidas para o controle de podriddo abacaxi
consiste no alto custo dos produtos em relacdo ao preco das mudas da “commodity”
(EZIASHI et al.,, 2010), além da poluicdo ambiental e o uso continuo que,
possivelmente, pode levar ao desenvolvimento de resisténcia em muitos patdégenos
(SOYTONG; PONGNAK; KASIOLARN, 2005). O controle biologico pode constituir
uma opc¢ao promissora. Trichoderma harzianum tem se mostrado eficiente contra
patdgenos do solo em varias culturas, havendo evidéncias ainda que o0 mesmo
também auxilia a promover melhor desenvolvimento da planta. Pesquisadores
mostraram que h& antagonismo entre C. paradoxa e T. harzianum em testes “in
vitro”, através da formacdo de zona de lise e inibicdo micelial de C. paradoxa, em
placas de Petri. As provaveis maneiras de inibicdo por T. harzianum séo (i)
parasitismo, predacao e liberacao de substancias quimicas, tais como trichodermina,
quitinase, B-13-glucanase ou 6-pentil-a-pirona (TALUKDER; BEGUM; AZAD, 2007),
ou ainda competicdo por nutrientes com o patégeno. Outra possibilidade pode ser a
inducdo da resisténcia sistémica da planta, quando em campo (EZIASHI et al.,

2010). A comparacao da eficiencia em campo do bioagente (T. harzianum) e
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Bavistin (fungicida) na germinagdo das gemas de plantio e na produtividade da
cana-de-aclcar mostraram que, com ou sem fungicida, o bio-agente é opcéo
eficiente (TALUKDER; BEGUM; AZAD, 2007).

Visto a eficiéncia de espécies de Trichoderma como controle biolégico, foram
avaliadas, ainda, na inibicdo micelial “in vitro” de C. paradoxa, toxinas liofilizadas e
nao liofilizadas de T. viride, T. polysporum, T. hamatum e T. aureoviride. Toxinas
liofilizadas de T. viride e T. polysporum (70-100% concentragcdo) mostraram-se mais
eficientes que das demais espécies (EZIASHI et al., 2010).

Chaetomium spp. (C. cupreum e C. globosum) foram testados no
antagonismo “in vitro” contra T. paradoxa, para possivel uso como controle biolégico
da doenca acarretada pelo patégeno em palma. Diametro da colbnia de T. paradoxa,
namero de clamidiésporos e conidios foram os dados analisados. A formulagédo de
peletes de Chaetomium (20g/planta) também foi utilizada para verificar a eficiéncia
contra T. paradoxa em plantas infectadas, cujo uso de fungicidas ndo era possivel,
pois 0 patdgeno havia se tornado resistente. “In vitro”, Chaetomium spp. foram
eficientes no controle biolégico, por competicédo (colénias de Chaetomium cresceram
sobre as de T. paradoxa); em campo, plantas infectadas com T. paradoxa foram
75% menos infectadas, quando comparadas com grupo controle, apés 30 dias
(SOYTONG; PONGNAK; KASIOLARN, 2005). O uso de Chaetomium spp. no
eficiente controle de T. paradoxa infectando palma sugere que o fungo pode ser
eficiente também no controle de podriddo abacaxi de cana-de-acucar, dependendo
do mecanismo de controle bioldgico realizado pelo agente.

Substancias volateis de plantas superiores tém provado serem téxicas a
fungos. Aléem disso, sdo biodegradaveis e inofensivas as culturas, podendo ser
promissoras no controle de doencas. Oleos essenciais de diversas plantas foram
avaliados e mostraram alta eficiéncia contra C. paradoxa, “in vitro”, todas causando
100% de inibicdo micelial em 1000 ppm. Como o Oleo essencial de uma das plantas
testadas, Lippia alba, se destacou na inibicdo micelial, suas propriedades fisico-
guimicas foram determinadas, e testes mais aprofundados sobre a atividade
fungitoxica foram realizados, com o0 objetivo de aplicar o 6leo como fumigante. O
6leo mostrou ser fungistatico (ndo fungicida) e termolabil (termoestavel). Os testes
de estocagem e duragdo do 6leo mostraram estabilidade ao longo do tempo.
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“Piperitone” e “limonene” sdo o0s principais constituintes do 6leo e foram
individualmente testados contra C. paradoxa. Os resultados confirmaram “piperitone”
como a fragdo fungitdxica ativa de L. alba, com ac¢do fungicida em 200 rpm de
concentracdo contra C. paradoxa. O Oleo de L. alba e mais ainda “piperitone”, foram
mais eficazes que varios fungicidas sintéticos, visto que a concentracdo minima
inibitéria € muito maior para o 6leo e o composto ativo. Além disso, concluiu-se que
as propriedades fitotoxicas ndo causam danos a variedade CoSe 93232 utilizada
nos testes (SINGH et al., 1999).

Outro trabalho realizado testou a atividade antimicrobiana de uma planta
medicinal chinesa tradicional, Stephania dielsiana, contra diversos patdégenos
animais e vegetais incluindo o patégeno de cana C. paradoxa (crescimento e
esporulacdo). Os resultados mostram que embora a atividade antifungica dos
compostos isolados da planta, stefanina e crebanina, ndo seja muito eficiente
quando comparada com a de fungicidas atualmente usados, modificacbes ou
reconstrucdes destas substancias podem apresentar valor potencial (DENG et al.,
2011).
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4 BIOTECNOLOGIA

4.1 Biotecnologia e carvao

4.1.1 Entendendo as respostas da planta e mecanismos de resisténcia

Revisdo sobre aspectos moleculares do causador de carvdo em cana-de-
acucar, S. scitamineum, ja foi realizada, embora muitos aspectos deveriam ser ainda
esclarecidos a época, como da fisiologia da resisténcia ou suscetibilidade da planta
ao carvao (SCHENCK, 1999). Recentemente, outra revisao foi realizada, focando
proteinas de resisténcia como resposta de defesa da planta, lignificacdo da parede
celular e agregacdo e inibicdo do movimento de esporos (LEGAZ et al., 2011).

Os mecanismos ativos de resisténcia e a defesa durante uma relacao
parasitaria sdo dependentes da capacidade de infeccdo do patdgeno e da habilidade
da planta para limitar este processo. A resisténcia € geralmente manifestada por
meio de respostas de hipersensibilidade do hospedeiro, podendo resultar em morte
celular no sitio de infeccdo, alteracbes estruturais, producdo de moléculas
antimicrobianas, ativacdo de vias de sinalizacdo de resisténcia, regulacdo génica,
etc. Vias de sinalizacdo envolvendo &cido salicilico, vias de traducdo de sinais
envolvendo etileno e jasmonatos como reguladores de diversos genes relacionados
com a defesa do hospedeiro vém sendo elucidados, o que tem esclarecido os
mecanismos de sinalizagédo e interagdes na planta. Métodos globais e para andlise
simultdnea de varios genes (microarranjos) ja foram realizados durante infecgcéo
(SCHENCK et al., 2000).

Pesquisadores fizeram uma correlagcdo linear entre a concentracdo de
substancias glicosidicas e a resisténcia ao carvao, sugerindo um “screening” rapido
de variedades de cana-de-agucar resistentes. Elas foram identificadas durante o
processo de infecgdo da cana-de-agucar por S. scitamineum, e estdo provavelmente
envolvidas na inibicdo da germinacédo dos teliésporos na planta, o que ocorre em
cultivares resistentes (LLOYD; NAIDOO, 1983).

Glicoproteinas também foram estudadas, devido a produgdo na parede

celular de plantas resistentes a doenca. Mostrou-se a inibicdo de teliosporos de S.
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scitamineum por moléculas de média e alta massa molecular, além da aglutinacdo, o
gue geralmente impede a germinacdo. Neste mesmo estudo foi mostrado que o
acido salicilico pode agir como elicitor de respostas de defesa (FONTANIELLA et al.,
2002). Outro trabalho mostrou ainda que estas glicoproteinas possuem atividade de
quitinase, que degradam a parede celular do patdgeno (teliosporos de S.
scitamineum), em variedade resistente ao carvdo (DE ARMAS, 2007 apud BLANCH,
2007).

Figura 13 — Comunicacao quimica entre a célula da planta e o patégeno. Enzimas
liticas sdo secretadas pelo patdgeno para degradar a parede celular da planta,
enquanto os produtos da lise sdo responsaveis por se ligar a parede celular
(receptores) do patdgeno. Metabdlitos do patégeno ainda induzem a producao de
proteinas de resisténcia e fitoalexinas, pela planta.

miccis om p» Pathogen

the host

Induced
resistance

Gene expression
Nucleus—» related to the
defence response

Fonte: (BLANCH, 2007).

Espécies reativas de oxigénio (ROS) induzem a sintese de proteinas e a
expressao génica, liberando radicais livres de oxigénio que atuam na resisténcia a

doenca. Recentemente, a superoxido desmutase — Mn, uma das enzimas
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responsaveis pela limpeza de ROS na planta, foi clonada e expressada; a alta
expressdo na planta infectada por S. scitamineum suporta mais a importancia de
ROS nos mecanismos de defesa (QUE et al., 2012). Outras substancias, como
fitoalexinas, de baixo peso molecular, podem também atuar como antimicrobianos
no sitio de infeccdo e compostos fendlicos, embora ja tenha sido detectado que,
guando associados a poliaminas, esta atividade fungicida € anulada (LEGAZ et al.,
1998).

Inicialmente, acreditava-se que a resisténcia da cana-de-agucar ao carvao era
determinada unicamente por caracteristicas morfolégicas da planta, ja que embrides
estruturalmente distintos, ou em fases diferentes de desenvolvimento, apresentavam
diferentes niveis de resisténcia a doenca (WALLER, 1970). Testes de resisténcia a
doenca por variedades de cana-de-acUcar mostraram que as plantas mais
desenvolvidas apresentavam maior resisténcia a infeccdo por teliosporos de S.
scitamineum que as mais novas, sugerindo a expressao da resisténcia somente em
plantas bem desenvolvidas (CO et al., 2008), reforcando a ligac&o entre a morfologia
e a resisténcia ao carvao. Talvez estes questionamentos tenham levado a estudos
gue determinavam ultraestrutura da germinacao dos teliésporos de S. scitamineum,
em 1984, embora os motivos ndo tenham sido esclarecidos na publicacdo (PAINE;
HESS, 1984).

Em nivel celular, a resposta da cana-de-agUcar a infec¢do por S. scitamineum
inclui o aumento da lignificacdo da parede celular da planta, como uma forma de
barrar estruturalmente a invasdo, defesa contra precursores téxicos e radicais livres;
estudos que avaliaram a concentragao de precursores da lignina no metabolismo da
planta (p-coumaril, coniferil e sinapil) e a atividade de enzimas responsaveis pela
sintese do polimero fendlico (Cinnamyl Alcool Desidrogenase e Sinapyl Alcool
Desidrogenase) foram realizados, confirmando a importancia do mecanismo na
resisténcia (SANTIAGO et al., 2012).

A expresséo diferencial analisada por cDNA-AFLP foi realizada na interagao
de S. scitamineum e cana-de-aglcar (tabela 2) (BORRAS-HIDALGO et al., 2005,
LAO et al., 2008, QUE et al.,, 2011b, THOKOANE; RUTHERFORD, 2001). A
expressdo diferencial de mRNA € permitida com a incorporagcdo de AFLP, em cDNA-
AFLP; consiste em uma combinag&o das vantagens de RT-PCR e AFLP, conferindo
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seguranca e eficiéncia. E permitido analisar a expressdo génica durante processos
bioquimicos e fisiologicos, através da analise e comparacdo de TDFs (fragmentos
derivados da transcri¢cdo) (QUE et al., 2011b).

Em um dos estudos de cDNA-AFLP com cana-de-acUcar para verificar a
expressdo diferencial de genes apos sete dias de infec¢cdo por S. scitamineum,
foram identificadas proteinas quinases, especialmente importantes na transducao de
sinais em tomate; uma das identificadas em cana-de-acUcar estd envolvida na
resisténcia a Xanthomonas campesteris pv. oryzae. Um elicitor de quitina também foi
identificado, e este j& foi identificado com importancia para os mecanismos de
defesa em arroz, tabaco e tomate (THOKOANE; RUTHERFORD, 2001), tendo
provavelmente importante papel na defesa em cana-de-acucar.

cDNA-AFLP foi também utilizada para analises de expressao diferencial em
variedades de cana-de-acUcar resistente e suscetivel ao patdgeno (S. scitamineum),
analisada ap6s cultivo e infeccdo (artificial) sob condicbes de campo. Foram
verificados 62 “spots” diferencialmente expressos, sendo dez down- e 32
upregulated, quando analisada a variedade resistente. As homologias significativas
para 11 TDFs foram obtidas: a maioria esta relacionada a transducéo de processos
e defesa (como a quinase verificada no experimento realizado por Thokoane e
Rutherford (2001)). Um gene codificante de proteina “NBS-LRR-like” também foi
identificado, cujo produto possui estrutura tipica de proteinas de resisténcia. Além
disso, genes codificantes de enzimas da Via Fenilpropanoide também foram
identificadas (envolvida na producéo de fitoalexinas e acido salicilico), além de ACC
oxidase (catalisa a ultima etapa na sintese de etileno), fosfolipase “patatin-like”, cuja
alta expresséao foi identificada em tabaco infectado por patdégenos necrotroficos, e
uma proteina de ligagcdo a auxina (GBEC32). Tendo em vista que o hormodnio atua
no crescimento e desenvolvimento da planta, genes relacionados ao metabolismo de
auxinas sado importante na defesa da planta. Para o experimento com plantas
suscetiveis, expressio diferencial ndo foi significativa (BORRAS-HIDALGO et al.,
2005).

Os autores sugerem que a superexpressao destes genes identificados em
plantas suscetiveis pode auxiliar em sua resisténcia a doencga. No entanto, dizem

7

também que a transformacdo de cana-de-acucar ndo € simples. A falha na
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transformacao neste sentido ocorre em muitas plantas, devido a complexidade das
sinalizacdes de resisténcia a doencas, também pela diversidade de mecanismos de
infeccdo pelo patdégeno. Estes marcadores podem ser utilizados, no entanto, para
identificagdo de plantas resistentes, quando a alta expressao for identificada
(BORRAS-HIDALGO et al., 2005).

Outro experimento utilizando cDNA-AFLP teve objetivo de verificar os genes
diferencialmente expressos logo apds a infeccado por S. scitamineum (0, 24 e 72
horas). Entre os “spots” obtidos, 92 TDFs foram diferencialmente expressos neste
experimento, 64 sequenciados, sendo 29 “upregulated” apos 24 e 14 apos 72 horas
(variedade resistente). Inibidores de quinases C, um fator de transcricdo, um fator de
transporte nuclear, uma H+ATPase, uma nucleotideo-difosfato quinase e uma
proteina desconhecida foram identificadas. Uma suposta RNA helicase reponsiva a
etileno também foi identificada, e uma PR-5 (“pathogenesis-related”), além de genes
de peroxidase e celulose sintase (LAO et al., 2008). Quinases, enzimas relacionadas
com metabolismo de etileno, foram novamente verificadas (assim como em
BORRAS-HIDALGO et al., 2005).

Uma categorizacdo funcional dos TDFs diferencialmente foi realizada e esta
apresentada em LaO et al. (2008). As principais ligagdes com os genes identificados
sdo com o “oxidative burst”, vias de etileno e auxina, genes de defesa e de proteinas
relacionadas com a patogénese, traducdes de sinal e desenvolvimento celular, entre
outros.

A expressdao diferencial foi realizada também utilizando RT-PCR
semiquantitativo e DDRT-PCR florescente, avaliando a infecgéo por S. scitamineum
em cana-de-acglcar, imediatamente e apés 6, 12, 24, 48 e 72 horas de infeccéo.
Somente sete fragmentos foram considerados diferencialmente expressos. CCO
(citocromo oxidase) foi identificada, por homologia com a enzima de Oryzae sativa.
Além desta, uma proteina ribossomal, uma enzima malica NAD-dependente, uma
aminotransferase, uma proteina de ligagdo a um elemento etileno-responsivo, um
fator de iniciacdo transcricional especifico da RNA polimerase e uma proteina de
retrotransposon foram verificadas neste trabalho. Os fragmentos diferencialmente
expressos na variedade resistente foram a enzima méalica NAD-dependente, a
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proteina ribossomal e também citocromo oxidase, esta Ultima envolvida na sintese
de fitoalexinas, importante para a defesa da planta (QUE et al., 2009).

Utilizando cDNA-AFLP e também “Silver Staining”, técnica que utiliza
marcacdo com isotopo, a expressdo diferencial foi verificada para NCo0376
(altamente resistente a carvdo), variedade chinesa, apds infeccdo por S.
scitamineum. 136 TDFs foram diferencialmente expressos (10,8% do total), sendo
91 polimérficos e 45 regulados positivamente. Reamplificacdo e RT-PCR foram
realizadas para 40 TDFs, para os quais a expressao diferencial foi confirmada em 37
deles. Novamente, neste trabalho uma categorizacéo funcional foi realizada. TDFs
encontrados estdo relacionados com o0s seguintes grupos funcionais: resgate e
defesa celular, metabolismo energético, transporte intracelular, transducéo de sinais,
metabolismo de acidos nucleicos, transcricdo, modulacédo e sintese proteica, além
de TDFs com funcéo desconhecida (QUE et al., 2011b).

Tabela 2 — Modulacao génica apos infeccdo por S. scitamineum, em variedades
resistentes de cana-de-acucar.

Técnica de | Amostragem Variedade | Genes “up” | Genes Referéncia
expressao (tempo) resistente “down”
diferencial
cDNA-AFLP Apés 7 dias N52/219 - - THOKOANE;
RUTHERFORD,
2001
cDNA-AFLP Dois meses Ja S-44 52 10 BORRAS-
HIDALGO, 2005
cDNA-AFLP Oh, 24 e 72| M31/45 29 6 LAO et al., 2008
horas
RT-PCR 0Oh, 6, 12, 24, 48 | NCo376 - - QUE et al., 2009
semiquantativo | e 72 horas
cDNA-AFLP Oh, 6, 12, 24, 48 | NCo376 36 - QUE et al,
e 72 horas 2011b
2-DE e Maldi- NCo376 11 9 QUE et al,
Tof-Tof/IMS 2011a

A genética reversa € uma ferramenta-chave no estudo de patogénese, visto
gue o conhecimento das sequéncias de DNA, somente, ndo esclarece muito sobre a
func@o génica, redes de regulacdo e vias metabdlicas. As técnicas de protedmica e
de manipulacdo genética, como o nocaute e silenciamento génicos, indugdo a
mutacdes, tém auxiliado bastante neste entendimento (GONZALEZ-FERNANDEZ;
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PRATS; JORRIN-NOVO, 2010). A Protéomica (analise das proteinas) na interagéo
entre S. scitamineum e cana-de-acucar ja foi realizada (QUE et al., 2011a).

A andlise de expressao diferencial utilizando proteébmica foi realizada
utilizando 2-DE (eletroforese bidimensional) e espectrometria de massas (Maldi-tof-
tof/MS), para uma varidade suscetivel e uma resistente a S. scitamineum. Tanto na
variedade suscetivel, como na resistente, ndo s6 houve o aumento da expressao de
diversas proteinas, como também o aumento do numero de “spots”, ou seja,
passaram ou deixaram de expressar. Foram 23 proteinas diferencialmente
expressas, 11 “up” e nove “downregulated”, sendo as demais induzidas somente
apo6s infeccdo. Ap6s categorizacdo funcional, as proteinas foram divididas nos
seguintes grupos: proteinas relacionadas a sintese proteica, proteinas da
transducdo de sinal, proteinas relacionadas a fotossintese, proteinas com outras

funcdes e aquelas com fung¢des desconhecidas (QUE et al., 2011a).

4.1.2 Aplicando os conhecimentos para entender a epidemiologia da doenca e

verificar a diversidade do patdgeno

Fungos podem ter seus esporos dispersos por centenas de quildbmetros de
distancia. Assim, patdgenos de plantas podem se estabelecer em novas regifes
onde o clima €& favoravel e contaminar variedades suscetiveis. A disperséo
intercontinental de microrganismos pode acarretar infeccdo de plantas em uma
escala global. Um exemplo de dispersdo estudada para cana-de-acucar € de P.
melanocephala (ferrugem) (BROWN;
HOVMOLLER, 2002). Carvao constitui importante doenca neste sentido, visto que
os telibsporos de S. scitamineum sdo expostos ao ar e podem se dispersar em
longas distancias a partir dos soros aéreos formados na planta infectada.

Métodos de biologia molecular permitem verificar a diversidade populacional
do patogeno (racas); isto € importante para promover estratégias de manejo da
doenca e também desenvolver variedades resistentes (ABD EL FATTAH et al.,
2010). Analise da estrutura populacional pode auxiliar na identificacdo de fontes de
resisténcia, esperado em areas onde as diversidades do patégeno e hospedeiro sao

maximas. Estas analises poder ser usadas para avaliar a importancia relativa de
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fatores como recombinacgéo genética e fluxo de genes na evolucdo dos patégenos.
Relacionando com sistemas sexuais e modelos de dispersdo, € possivel uma
contribuicdo ao desenvolvimento de resistentes (cana) e estratégias de manejo
(RABOIN et al., 2007).

Pesquisadores diferenciaram as racas de S. scitamineum que infectam cana-
de-acucar em diversas regibes do Egito, utilizando a técnica de RNA fingerprint
utilizando iniciadores arbritrarios (RAP). O RNA foi preparado e foi sintetizado cDNA,
a partir do qual a PCR foi realizada com iniciadores de amplificacdo do gene de
quitinase. Dentre doze isolados de S. scitamineum, foram identificadas dez
diferentes racas do patdégeno no pais (ABD EL FATTAH et al., 2010). Os
pesquisadores sugerem a técnica para distincdo de individuos geneticamente muito
proximos.

A técnica de AFLP foi também realizada, com digestdo utilizando enzimas
BamHI e Msel, seguido da ligacdo de seus adaptadores e da PCR com um dos 16
iniciadores Bam.Pxx e um dos quatro Mse.Pxx marcados com fluorescéncia. A
variacado genética de S. scitamineum foi determinada entre 38 isolados de diferentes
regides do planeta, em especial da regido asiatica, devido a proximidade da regido
onde o trabalho foi desenvolvido (Australia). Isolados das regides da Florida,
Louisiana, Mauritius, Sul da Africa, foram ainda analisados com fungos isolados em
um periodo de 16 anos de diferenca. A analise filogenética resultante do trabalho
determinou quatro grupos, baseados em suas origens geograficas: (i) Noroeste
Australiano e Indonésia, (i) Américas, (iii) Africano e (iv) Asiatico. Entre os trés
primeiros grupos, a divergéncia entre os isolados foi de um a sete fragmentos
polimorficos; para o quarto grupo, 12 a 40 perfis polimérficos foram identificados
(BRAITHWAITE et al., 2004).

Pequena variacdo genética foi verificada entre 31 isolados. Sete isolados de
Taiwan, Filipinas e Tailandia foram os mais divergentes. Variagbes genéticas nao
foram detectadas para isolados da mesma industria, entre 1984 e 16 anos depois
(2000-2001), sugerindo que para o fungo a mudanga genética € “lenta”. Nenhuma
variagdo genética foi detectada também entre isolados da Indonésia e Australia
(BRAITHWAITE et al., 2004).
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Os resultados sugerem que a origem de S. scitamineum na Asia pode explicar
maior diversidade genética nesta regido. Além disso, Taiwan parece ser uma regiao
com uma diversidade de racas do patdogeno nao usual, maior que em outras regides
do planeta, como verificado também no Havai, em trabalho anterior (BRAITHWAITE
et al., 2004), também citado neste trabalho (SCHENCK, 2003).

Microssatélites (ou SSR - “Simple Sequence Repeats”) foram também
utilizados objetivando descrever a diversidade genética entre varias populacdes de
S. scitamineum, estabelecer relacdes genéticas entre populacdes com diferentes
origens geogréficas e inferir modo de reproducdo para as mesmas (RABOIN et al.,
2007).

Para tanto, 77 chicotes de cana-de-acucar foram obtidos de regides de cultivo
em 15 diferentes paises, na (i) América: entre eles Brasil, Coldmbia, Guadalupe e
Estados Unidos; (ii) Asia: india, Indonésia, Japao, Filipinas e Tailandia; (iii) Africa:
Burkina Faso, Mauritius, Réunion, Senegal e Africa do Sul. 22 loci de SSR de S.
scitamineum foram analisados, de 142 isolados a partir dos chicotes obtidos. Cinco
SSR ndo eram polimorficos; os 17 outros amplificaram 53 alelos distintos, sendo
cerca de 3,1 alelos por locus. Os alelos distribuem-se em 22 genotipos diferentes
(RABOIN et al., 2007).

Figura 14 — Perfil de microssatélites para isolados de U. scitamineum de diversas
regioes diferentes.
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Os resultados sugerem que o fungo se reproduz principalmente por
autofecundacdo e que populacdes do fungo séo principalmente compostas de
linhagens genéticas. A maior diversidade genética foi encontrada em populacdes do
patdgeno na Asia, principalmente nas Filipinas; em contraste, populacdes da
América e Africa esta diversidade é extremamente baixa (figura 14).

Em Braithwaite et al. (2004) e Raboin et al. (2007) verificou-se que na Asia
(inclusive Filipinas), a diversidade genética é grande, quando comparado com outras
regides do planeta. Nas Filipinas, a variabilidade do patdgen foi entdo verificada
utilizando ferramentas de Biologia Molecular, patogenicidade e também abordagens
morfologicas. A grande variedade sugere que esta regido é o centro de origem de

carvao em cana-de-agucar no mundo (LUZARAN et al., 2012).

4.1.3 Aplicando os conhecimentos na detec¢ao precoce da doenca

Um método de Biologia Molecular para deteccdo de S. scitamineum em cana-
de-acUcar pode ser utilizando iniciadores para amplificar genes/regides especificas
(PCR) de espécies de Ustilago. U. maydis, causador de carvdo em milho e bastante
estudado, possui um gene homologo ao de S. sporisorium em seu sistema sexual,
denominado bE (ver “Reproducao de S. scitamineum”). Utilizando iniciadores bE4 e
bE8, que amplificam esta regido, pesquisadores testaram a PCR na detecgéo, que
mostrou ser especifica e sensivel (pouca quantidade de DNA) para S. scitamineum,
sozinho ou com tecido de cana-de-agUcar. No entanto, neste experimento ndo foi
possivel saber se nas plantas em que o patégeno foi identificado, seriam
posteriormente formados o0s chicotes de carvao. Interessante foi verificar a
especificidade dos iniciadores (Bipolaris sacchari, C. paradoxa e Xanthomonas
albilineans, por exemplo, ndo sdo amplificados) (ALBERT; SCHENCK, 1996).

A técnica de “Southern blot” consiste na hibridizacdo de amostras de DNA. Os
“amplicons” da PCR para o gene bE de S. scitamineum hibridizaram com uma Unica
banda em “Southern blot” para amplificacdo de suas fases haploides (“mating-
types”). Além disso, foram hibridizados fragmentos em cana-de-acucar infectada
com carvao e também do fungo na fase de hifa dicaridtica (infecciosa). Assim, estes

iniciadores (originalmente utilizados para amplificar bE em U. maydis) indicaram a
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possibilidade de utilizacdo no diagnéstico de carvéo sistematicamente infectada e
sem sintomas visiveis (SCHENCK, 1999).

“‘Nested-PCR” (pares de iniciadores) também foi utilizado. O estudo mostrou
gue a técnica, utilizando amplificacéo de ITS, seguido de regibes variaveis dentro da
mesma (iniciadores SL1 e SR2), possui alta especificidade para a raca de S.
scitamineum (n&o amplificando outros organismos) e, ainda, alta sensibilidade, visto
gue as bandas de DNA foram amplificadas mesmo com uma concentracdo muito
baixa de DNA. A técnica pode ser aplicada em periodos de quarentena, no
desenvolvimento de cultivares resistentes e producéo de toletes livres do patdégeno
(SHEN et al., 2012). E importante ressaltar que a partir do momento que regido ITS
foi determinada como “barcode” universal para fungos (SCHOCH et al., 2012), ela
serda muito importante para os proximos trabalhos em Biotecnologia, na area de

deteccdo e diagndéstico de doencas fungicas de cana-de-acucar.

4.1.4 Engenharia Genética: aplicando os conhecimentos para a defesa da plantacéo

Revisdo recente mostra o papel de genes antifiungicos na conferéncia de
resisténcia para plantas cultivadas, principalmente genes que degradam a parede
celular de fungos, tais como quitinases e glucanases. Gene “trochosantin®, uma
proteina antifingica de Aspergillus giganteus e genes antifingicos sintéticos, além
de outros, sédo também mencionados. Alguns exemplos de plantas geneticamente
modificadas para resistir a doencas fungicas séo tabaco, arroz, uva, amendoin, entre
outros (CEASAR; IGNACIMUTHU, 2012).

Plantas transgénicas de cana-de-acucar ja foram desenvolvidas para conferir
resisténcia a doenca (carvdo), principalmente com expressdao de genes
codificadores de quitinases (glicosil hidrolase que cliva ligagcdes [(-1,4) e B-1,3-
glucanase (JIAO et al., 2009). Via bombardeamento de particulas, uma variedade
comercialmente importante na Tailandia (Phil 66-07), mas suscetivel a doencas
fungicas, também foi transformada com gene de quitinase (KHAMRIT; JAISIL;
BUNNAG, 2012).

Técnicas “in vitro” de inducdo de mutacbes sdo maneiras de provocar

variabilidade genética em cana-de-acucar, a fim de obter variedades resistentes, o
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gue com técnicas convencionais seria dispendioso, demandaria muito tempo. Na
india, a variedade CoC 671, bastante cultivada, apresenta maturac&o precoce e alto
contetdo de acucar. No entanto, a desvantagem apresentada é que a mesma nao é
resistente ao carvao. A exploragdo de seus somaclones foi realizada para
“screening” por resistentes a carvao. No final do experimento, TC 906 e TC 922
foram os somaclones obtidos que apresentaram resisténcia total ou moderada a
doenca. Os autores anotaram as diferencas morfolégicas verificadas nestes
somaclones, quando comparado a variedade original utilizada nos experimentos
(CoC 671), sugeriram, em seguida, que estas plantas sejam utilizadas em
programas de hibridizac&o e incentivam a exploracédo de variagdes em somaclones
para a busca por plantas resistentes a doencas, como obtido nestes experimentos

(DALVI et al., 2012).

4.2 Biotecnologia e podridao-abacaxi

4.2.1 Revisao de literatura

Embora muitos estudos em Biotecnologia tenham sido realizados para
estudar carvdo (S. scitamineum) em cana-de-agUcar, até o momento, tais como
analises de expressao diferencial de genes (antes e apoés infeccdo), estudos
populacionais do patdégeno (polimorfismos, por exemplo) ou visando a deteccgéo
precoce da doenca (utilizando PCR, por exemplo), pouquissimos trabalhos foram
realizados para estudar podriddo-abacaxi (C. paradoxa). Trabalhos recentes, no
entanto, ja foram realizados para estudo de outros patdgenos (e interagcbes com
hospedeiro) do mesmo género com outras culturas de importancia global, os quais
podem abrir possibilidades de aplicacdo de biotecnologia também em estudos que
envolvem cana-de-agucar e C. paradoxa.

Tendo em vista a importancia do género Ceratocystis como fitopatégenos, um
método para rapida identificacdo de suas espécies foi desenvolvido utilizando PCR,
através da amplificacdo de toda a regido ribossomal seguida de RFLP (“Restriction
Fragment Lenght Polymorphism”). Pode-se distinguir, desta forma, diversas espécies

do género, mas nédo foi possivel separar C. paradoxa de C. adiposa, por exemplo.
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Apés sequenciamento, a selecdo da LSU (“large subunit”) para filogenias foi feita
(arvore mais parcimoniosa) e apresentaram C. paradoxa como muito proximamente
relacionado com C. radicicola, patégeno de palma (WITTHUHN et al., 1999). Em
geral, utilizando as técnicas em conjunto, pode-se esclarecer algumas questdes
taxondmicas do género. No entanto, embora o estudo tenha incluido C. paradoxa
nas analises, estudos mais especificos para a espécie devem ser realizados para
analises populacionais.

Em seguida, alguns estudos ja realizados para patdgenos de importancia
econdmica no género Ceratocystis, serdo reportados, com a ideia de apresentar
possiblidades de estudo para podriddo-abacaxi em cana-de-aclcar que envolvem
Biotecnologia. Os estudos podem ter como objetivo o estudo de populacbes, a
expressao génica, a deteccdo da doenca, cuja importancia tem amplitude desde a
decisdo de o manejo da doenca até a aplicabilidade pratica de técnicas para
deteccdo em laboratérios de Fitopatologia.

Estudos populacionais ja foram realizados, por exemplo, para C. fimbriata. O
patdégeno, causador de murchas, cancros e podriddes (BAKER et al., 2003), também
acomete eucalipto, por exemplo, causando sua murcha em diversas regides da
Australia, América do Sul e Africa (BARNES et al., 2003; ROUX et al., 2000).
Amplificacdo utilizando PCR da regido ITS (incluindo 5.8S) ja foi utilizada ja para
estudar populacdes do fungo infectando hospedeiros na América do Sul (BAKER et
al., 2003), e também para estudos populacionais de isolados na América do Sul e
india (WYK, 2005). Outro estudo populacional de populacées de C. fimbriata (C.
fimbriata f.sp. platani) na Italia utilizou técnicas de RAPD e marcadores minissatélites
(SANTINI; CAPRETTI, 2000).

No Brasil, a diversidade genética de populacdes de C. fimbriata infectando
diversos hospedeiros (tais como manga e eucalipto) foi estudada também, utilizando
microssatélites (FERREIRA et al., 2010). Ja que ndo h& estudos de populagbes de
C. paradoxa, uma possibilidade é utilizacao de técnicas como as reportadas para C.
fimbriata, para andlises populacionais do patdgeno de cana. Tendo em vista que C.
paradoxa nao infecta somente cana de acucar, mas também palma, por exemplo,
estudos como estes podem contribuir ainda para o manejo e entendimento de

doencas causadas pelo mesmo patdégeno em outras culturas de importancia.
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Além de estudos populacionais, estudos em Biotecnologia que possiblitam a
analise de expressao diferencial também sdo importantes para a Fitopatologia (como
foi verificado para carvdo). Um exemplo de analise de diferenca de expressao foi
realizado por Fossdal et al. (2012), que analisou a diferenca de expressdo em genes
de resisténcia, de marcadores de resisténcia e também de miRNAs, em beto
infectado por C. polonica, patégeno da planta na Europa.

Estudos envolvendo biotecnologia ja permitiram também aplicacdo em
deteccdo de doencas causadas por Ceratocystis spp. C. platani, patégeno de
Platanus, foi inicialmente reportado causando doenca em arvores nos EUA e,
posteriormente, na Europa. Estudos avangcados em biotecnologia utilizando PCR em
tempo real j4 foram utilizados para deteccéo sensivel do patégeno (PILOTTI et al.,
2012). PCR em tempo real e nested-PCR (como ja verificado para carvao) também
ja foram utilizados para deteccéo rapida e acurada de C. fagacearum, patdgeno de
carvalho nos EUA (WU et al., 2009). Estudos como estes poderiam ser realizados
para analise da interacdo entre cana-de-acucar e C. paradoxa, assim como possivel
aplicacdo na deteccdo da doenca, aplicando em campo. Deve-se atentar, no
entanto, ao custo da implementacdo de técnica como esta na aplicacdo na
Agronomia.

Estes e outros trabalhos presentes na literatura nos abrem um leque de
possiblidades para investimento em estudos de Biotecnologia da interacdo de cana-

de-acucar e C. paradoxa.

4.2.2 Possiveis aplicacdes biotecnolégicas do patdégeno

A producao de aroma € caracteristica marcante da espécie, sendo o odor de
abacaxi maduro uma das caracteristicas marcantes da planta, quando infectada pelo
patogeno. Ceratocystis moniliformis, outra espécie do género, também ja foi
estudada quanto a producéo de aromas; verificou-se que, de acordo com a fonte de
Carbono e Nitrogénio ao qual se submete a cultura, diferentes aromas sao
produzidos, como de banana, limao, péssego, etc. Quando Leucina, Isoleucina e
Nor-leucina, por exemplo, foram utilizadas como fontes de Nitrogénio para o cultivo

do fungo, verificou-se um aroma intenso de banana madura. O autor do trabalho
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sugere que o mesmo pode ser um bom sujeito experimental para o estudo da
biossintese de monoterpenos e outras substancias de importancia na industria de
produtos alimenticios, responsaveis pelo “flavour’ e esséncia. Ele pode ser ainda
importante fonte de enzimas para catalisar a sintese de substancias a partir de
substratos baratos e abundantes (aproveitamento de residuos) (LANZA; KO;
PALMER, 1976).

Visto a proximidade das espécies, € possivel que C. paradoxa seja promissor
na conversdo de bagaco de cana-de-acUcar, residuo agro-industrial abundante,
nestes produtos de importancia econémica.

Por constituir um fungo patégeno, ha necessidade de mecanismos de
hidrolise da parede celular da planta, para posterior infeccdo da mesma.
Hemicelulase-1 extracelular de C. paradoxa ja foi purificada e caracterizada, assim
como foi descrito o seu modo de acdo sobre diversas fontes de hemicelulose. A
enzima degrada hemicelulose B (arabino-4-O-metilglicuranoxilan) e arabinoxilano
em arabinose, xilose e xilobiose, além de uma mistura de arabinoxilose e
oligossacararideos de xilose (DEKKER; RICHARDS, 1975). Tendo em vista que o
fungo é patdgeno de cana-de-acUcar e produz as referidas enzimas, pode constituir
um possivel bom produtor de hidrolases dos sacarideos presentes em cana-de-

acucar, na producédo de etanol de segunda geracao.
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5 MUDANCAS CLIMATICAS GLOBAIS

5.1 Aspectos gerais das Mudancas Climaticas Globais

Mudancas climaticas globais (MCG) se referem ao clima, terra, oceanos,
composicdo atmosférica e quimica, e sistemas ecologicos que influenciam o
ambiente global, mudancas no planeta e mudancas climaticas. A interacdo entre as
“feras” (atmosfera, hidrosfera, criosfera e biosfera) a medida que séo guiadas pela
radiacdo solar tem construido nosso clima terrestre (CHAKRABORTY et al., 2008).
Mudanca climética corresponde ao processo de mudanca no clima devido a
atividades antropicas; ela se difere de variabilidade climatica pelo fato que a dltima
decorre de processos naturais do planeta e das interacdes entre eles (SANGUINO,
2008). A previsdo do IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change) para o
final do século XXI é de aumento em 1,4 a 5,8°C. A frequéncia e intensidade de
eventos climaticos extremos tém sido registradas, além da alteracdo no regime de
chuvas, perturbacé@o nas correntes maritimas, derretimento das geleiras e aumento
do nivel dos oceanos (SANGUINO, 2008).

5.2 Fatores alterados pelas Mudancas Climaticas Globais

Nuvens, aerossois, poeira e outras particulas sdo agentes que refletem a
radiacdo. Vapor d’agua e diversos componentes da atmosfera como CO,, CHy4, N,O
e O3 séo responsaveis por tapear a radiagdo que é refletida, amenizando entdo a
temperatura do planeta (chamado Efeito Estufa). Atividades do homem tém
contribuido para aumentar a concentracéo destes componentes, como 0 aumento de
CFCs (clorofluorcarbonetos) e, juntamente com mudangas na cobertura do planeta,
contribuem para o efeito estufa (CHAKRABORTY; TIEDEMANN; TENG, 2000).

Ha estudos que mostram que do século XVIII até 1994, a concentracao de
CO, aumentou de 280 para 358 ppm (cerca de 30%). Para N,O este aumento foi de
145% e CHg, 15% (CHAKRABORTY; TIEDEMANN; TENG, 2000).

Embora o aumento ou diminuicdo de precipitacdes é especificidade de cada

regidao, em geral vapor d’agua, evaporacgao e precipitacdo sao fatores que tém, em
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média, aumentado. E predito que a precipitagdo aumentara tanto no verdo como no
inverno para regides de alta latitude. Na Africa tropical, por exemplo, ela tende a
aumentar no inverno. No sul e leste da Asia as precipitacées tendem a aumentar. Na
Africa, América Central e Austrdlia as chuvas no inverno tendem a diminuir
(GARRETT et al., 2006).

5.3 Mudancas Climéticas Globais e a ocorréncia de doencas

Para avaliar o impacto das MCG sobre a ocorréncia de doencas, deve-se
levar em consideracdo o impacto sobre a estrutura e dindmica de populacdes de
plantas, entendimento dos processos microevolutivos e da estrutura das
comunidades de plantas (CHAKRABORTY; TIEDEMANN; TENG, 2000). Um resumo
das principais influéncias e niveis de entendimento (até 2000) sobre influéncias das
MCG sobre ocorréncia de doencas é apresentado na figura 15. Para monoculturas
de cultivo intensivo, como a cana-de-agUcar, é relativamente mais simples de
determinar estes impactos. H& estudos sobre o0s impactos de temperatura e
concentracdo aumentada de CO, sobre fisiologia de plantas em culturas de milho,
trigo, soja e arroz, mas em nenhum deles sao avaliadas doencas (CHAKRABORTY;
TIEDEMANN; TENG, 2000).

Entre efeitos diretos, a morfologia e fisiologia alteradas da planta alteram a
interceptacdo de luz, ha modificagdo da estrutura e microclima, o que influencia
epidemiologia de doencas. Algumas doencas reduzem o crescimento da planta sob
condi¢Bes normais ou sob alteragbes na concentracdo de CO,. Em geral, quando as
alteracoes induzem o aumento da densidade de plantas em nivel individual, por
exemplo, ha tendéncia de aumento na umidade foliar e também de sua duragéo, o
gue favorece a infeccdo por patdégenos foliares (ndo é nosso caso) (GARRETT et al.,
2006).

O aumento da concentracdo de CO; resulta em mudancgas na estrutura da
planta. O aumento no numero de folhas e de suas espessuras, aumento no diametro
de ramos e tecidos sado exemplos registrados. Fisiologicamente, o0 aumento da taxa
fotossintética, alteracdo na eficiéncia de uso da agua e danos reduzidos por
exposicao ao ozonio (GARRETT et al., 2006).
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Figura 15 — Resumo das principais influéncias decorrentes de mudangas na
composicdo atmosférica, uso da terra e clima, sobre doencas de plantas. O nivel de
entendimento sobre doencas (caixa branca) e clima (caixa cinza) até 2000.
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Fonte: (CHAKRABORTY; TIEDEMANN; TENG, 2000).

A ocorréncia de doencas devido a fatores ambientais resulta no conceito de
predisposi¢cdo, que atua durante o periodo de infeccdo e colonizacdo do patdgeno
na planta (AMORIM, 2011). RevisOes sugerem que impactos das MCG serao
verificados em trés areas: mudancas nas perdas devido a doencas, na efetivacao de
estratégias de manejo e distribuicdo geograficas das doencas (CHAKRABORTY;
TIEDEMANN; TENG, 2000).
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O manejo de doencas € bastante influenciado pelas MCG, j& que a eficiéncia
de produtos quimicos depende das condi¢des climaticas que prevalecem (duracao,
intensidade e frequéncia de precipitacdo, por exemplo). Alguns experimentos
mostram também que a duracdo de chuvas pos-aplicacdo € critica. Chuvas podem
aumentar a distribuicdo de fungicidas, mas por outro lado podem diminuir a
concentracdo quando a aplicacéo € foliar (CHAKRABORTY; TIEDEMANN; TENG,
2000).

Alteracdes climaticas podem alterar também a estrutura de comunidades na
filosesfera e rizosfera de agentes de controle biolégico (CHAKRABORTY;
TIEDEMANN; TENG, 2000).

Aumento da concentracdo do ozbnio parecem aumentar a ocorréncia de
doencas de plantas por fungos necrotréficos, causadores de podriddes de raiz e
“‘bark beetle” (GARRETT et al., 2006).

Alguns autores consideram ainda a influéncia do clima sobre todos os
estagios do ciclo de vida do patdgeno e do hospedeiro (CHAKRABORTY;
TIEDEMANN; TENG, 2000). O ciclo primario da doenca e até mesmo uma epidemia
podem ser por eles determinados, assim como podem ter efeitos favoraveis e
desfavoraveis ao patdégeno (sobrevivéncia e desenvolvimento). Os fatores climaticos
que atuam na predisposicdao a doencas sdo: umidade, temperatura, luz e vento
(AMORIM, 2011). A importancia do ambiente € conhecida ha séculos; gregos
antigos (370-286 a.C.), por exemplo, reconheceram que em altitudes mais altas a
incidéncia de doencas em cereais era menor que em altitudes menores. Um
tridangulo classico que estabelece condicbes para ocorréncia de doencas
(SANGUINO, 2008) esta representado na figura 16.

Os impactos das MCG sobre a ocorréncia de doencas podem ser positivos,
negativos ou neutros, pois elas podem diminuir, aumentar ou nao ter efeito sobre

diferentes problemas fitossanitarios, em cada regidao (SANGUINO, 2008).
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Figura 16 — Triangulo de doenca: interacdo entre os elementos fundamentais que
determinam a ocorréncia de uma doenca de planta.

AMBIENTE

PLANTA HOSPEDEIRA PATOGENO

Fonte: (SANGUINO, 2008).

As mudangas climaticas globais podem influenciar a ocorréncia dessas
doencas, atuam nos seguintes aspectos: (i) alteracdo na distribuicdo geogréfica dos
patdgenos; (ii) perda de resisténcia genética de determinados cultivares resistentes
as doencas, devido a aceleracdo na multiplicacdo e disseminacdo de determinados
patégenos (aumento do CO; e incidéncia de luz U.V.) (SANGUINO, 2008). Outro
fato € que as plantas podem apresentar modificacBes estruturais e fisioldgicas, em
resposta a estas mudancgas climaticas, tais como o espessamento da parede celular
e a producdo de ceras na epiderme das folhas em decorréncia do aumento da
concentracao de CO, na atmosfera (FUHRER, 2003). Pode haver mudancas em
decorrencia de alteracdes climaticas que ndao sdo necessariamente negativas; este
aumento da deposicao de parede celular pode constituir uma barreria fisica a mais,
contra a invasdo do patdgeno. Por outro lado, o aumento de CO, pode acarretar o
aumento de umidade acumulada no “canopy”, levando a condigbes mais favoraveis
para a sobrevivencia dos patégenos. Quanto ao crescimento da planta: o aumento
de CO; pode levar, por um lado ao aumento da taxa fotossintética e consequente
maior crescimento da planta, gerando maior biomassa e reservatdrio para a
patégeno colonizar e se multiplicar (FUHRER, 2003). Por outro lado, observamos
gue em alguns casos, o desenvolvimento acelerado da planta pode evitar a

ocorréncia da doenca.
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Doencas infecciosas emergentes (EIDs) sdo causadas por patégenos que
tém aumentado sua incidéncia, tanto no ambito de infeccdo de uma variedade maior
gue hospedeiros, como geograficamente. A mudanca da maneira como se da a
patogénese e também a evolucdo do patdgeno, ou a descoberta de novos
patbgenos também caracteriza doencas infecciosas emergentes. A evolucdo do
patégeno (como Puccinia kuehnii, na Austrdlia) para alguns casos de cana-de-
aclcar leva a suscetibilidade de variedades anteriormente resistentes e acarreta
perdas econdmicas (ANDERSON et al., 2004).

Entre os principais patégenos acarretando EIDs, os fungos representam 30%.
Alguns fatores citados como mais importantes para a ocorréncia de EIDs em plantas
sdo introducdo do patégeno. Condi¢cdes do tempo sdo também importantes e tém
relagdo com a sensibilidade da planta a umidade, mistura do solo, e também as
respostas do patogeno. A influéncia do fator “introducéo de patbgenos” é maior para
virus, enquanto condicbes climaticas sdo fatores muito importantes e mais
relevantes para o desenvolvimento de EIDs fangicas e bacterianas. A populacéo de
vetores € mais importante, obviamente, para doencas virais (ANDERSON et al.,
2004).

Tanto o fato dos fungos representarem grande porcentagem dos
responsaveis por EIDs em plantas, como o fato de mudancas ambientais serem
fatores significativos para ocorréncia de doencas fungicas justificam a existéncia de
um capitulo dedicado as influéncias de MDG na ocorréncia de doengas fungicas.

Muitas mudancas relacionadas as EIDs sao relacionadas eventos climaticos,
cuja frequéncia e severidade sdo geralmente atribuidos as a¢des antropogénicas. As
complexidades das MCG e das respostas bioticas as mesmas fazem com que
predicdes para o futuro sejam dificultadas. Alguns exemplos de mudancas climaticas
gue podem levar a ocorréncia de EIDs (fungicas) sdo o aumento nas precipitacdes e
0 estresse de temperatura em plantas. Ha sugestbes de que temperaturas mais
altas durante a noite, invernos mais amenos e médias mais altas gerais de
temperatura levardo a aceleracdo do ciclo de vida dos patogenos, aumento da

esporulagéo e infeccdo de fungos foliares (estomatos) (ANDERSON et al., 2004).
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5.4 Mudancas Climaticas Globais e métodos de avaliagédo

Algumas revisbes tém sido feitas sobre as técnicas para avaliacdo de
acréscimo de CO; no ar atmosférico sobre a fisiologia de plantas, como FACE (Free-
Air CO, Enrichment) (NOWAK; ELLSWORTH; SMITH, 2004, LEAKEY et al., 2009).
No entanto, em geral os experimentos costumam avaliar somente alguns fatores (um
ou dois) e em um curto periodo de tempo, além de nao apresentarem as condicfes
de campo onde o patossistema normalmente ocorre (GARRETT et al., 2006).

Temperatura, precipitacdo e concentracdo de gases (gas carbdnico e
oxigénio) sao alguns dos aspectos considerados quando estudamos a influéncia das
mudancas climaticas globais sobre a ocorréncia de doencas, visto a influéncia de
tais fatores tanto na fisiologia da planta, como sobre a do patégeno. A analise
multifatorial (envolvendo dois ou mais destes fatores) e mimetizando condicdes
como seca, inundacgdes e aguecimento sdo mais eficientes na avaliagdo e ha alguns
métodos existentes (GHINI; BETTIOL; HAMADA, 2011).

A alta concentracdo de gas carbbnico, por exemplo, ocasiona maior
produtividade para a maioria das plantas, visto o fenébmeno de fotossintese (GHINI;
BETTIOL; HAMADA, 2011), o que ocorre com a cana-de-acucar, por exemplo (DE
SOUZA et al.,, 2008). No entanto, em alguns casos (batata), o aumento do CO,
acarreta em sensibilidade dos estdmatos e a produtividade €, entéo, diminuida. Para
plantas tropicais, como a cana-de-agucar, ainda ndo foram avaliados os efeitos da
alta concentracéo de gas carbdnico, quando a planta € submetida as doengas, para
verificar qual a influéncia sobre a infec¢do, colonizacdo do patdégeno, etc. (GHINI;
BETTIOL; HAMADA, 2011).

Muitos trabalhos apresentam modelos sobre a influencia de mudancas
climaticas em curto prazo sobre a ocorréncia de doencas; no entanto, poucos ligam
a prevaléncia ou severidade de doencas ligadas aos dados de mudancas climaticas
em longo prazo. Alguns exemplos séo trabalhos recentes utilizando métodos de
PCR, que mostraram a influéncia de fatores climaticos como as chuvas no inverno,
temperaturas do verdo e a emissdo de SO, no periodo de cultivo sobre a ocorréncia
de dois patogenos de trigo: Phaeosphaeria nodorum e Mycosphaerella graminicola

(160 anos). Outro mostrou que efeitos de mudancgas climéticas, juntamente com a
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auséncia de rotacdo de culturas, tem sido ligados a ocorréncia e aumento recentes
de doencas da batata (69 anos). Um outro estudo (avaliando variacdes entre 40-50
anos), ainda, relacionou o aumento das chuvas no verdo a ocorréncia de
Dothistroma septosporum em Pinus contorta var. latifolia (CHAKRABORTY et al.,
2008).

5.5 Mudancas Climaticas Globais e as doencas de cana-de-acucar

As mudancas climaticas globais tém influencia na ocorréncia de doengas de
plantas tropicais e subtropicais. Inicialmente, acreditava-se que plantas C4, como a
cana-de-acUcar, ndo eram afetadas pelo aumento de CO, atmosférico (ou menos
gue as Cj3), ja que a atmosfera era saturada para estas plantas. No entanto, tem sido
verificado que o aumento na concentracdo de CO, acarreta em aumento significativo
das taxas fotossintéticas em C, e biomassa (DE SOUZA et al., 2008). Para cana-de-
aclcar, experimentos mostraram que ha um aumento na fotossintese sob condi¢cdes
de alto CO,, analisando as folhas individualmente e em plantas com boa irrigagéo.
Algumas alteragdes foram verificadas nas trocas gasosas, atividades de enzimas
fotossintéticas, no metabolismo de sacarose, além dos conteddos de proteinas e
clorofilas (DE SOUZA et al., 2008).

Levando em conta a importancia do entendimento das respostas da cana-de-
acucar ao aumento de CO, atmosférico, pesquisadores avaliaram a fotossintese e
desenvolvimento da planta sob condicbes de alta concentragdo de CO,, em
ambiente (370 ppm) e em elevada umidade (760 ppm), durante 50 semanas. A
expressao génica foi analisada com microarranjos (note a Biotecnologia presente) e
os resultados foram validados com genes selecionados, dentre os diferencialmente
expressos, utilizando RT-PCR (DE SOUZA et al., 2008).

Garrett et al. (2006) organiza os fatores que determinam como e quando as
mudancas climaticas globais podem ter efeito sobre a doenca de planta. A tabela 3
detalha os efeitos das mudancas climaticas globais e a pesquisa necessaria em
cada escala bioldgica.

Os efeitos diretos das Mudancas Climaticas em comunidades de plantas ou

mesmo a nivel individual podem ocorrer na auséncia do patdégeno, mas podem
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causar mudancas na planta que afetem suas interagdes com o patdégeno (GARRETT
et al., 2006); embora a ocorréncia de doencas fuingicas causem estresse bidtico em
cana-de-acUcar, é essencial o entendimento de como estresses abidticos interagem
e tém efeito sobre a planta, como calor e secas, para entender os efeitos das
mudancas climaticas globais sobre a ocorréncia das doencas (GARRETT et al.,
2006).

Tabela 3 — Efeitos potenciais das mudancas climaticas sobre patossistemas, nas
diferentes escalas biologicas.

Ambiente Microclima Microclima | Clima Clima Clima
Clima Local e | Regional e | Global
Local Regional | Subcontinen
tal
Patogeno Genoma Processos Celulares | Dindmica
Fisiologia Intrapopula
-cional
Interagcfes Patégeno-Hospedeiro Interacbes | Dindmica | Dindmica Biosfera
Patégeno- | da Comu- | do
Hospedeiro | nidade e | Ecossistema
Ecossiste | Regional
-ma
Hospedeiro | Genoma Processos Celulares | Dindmica
Fisiologia Intrapopula
cional

Fonte: (GARRETT et al., 2006).

Na Austrélia, pais que cultiva cana-de-agucar, a temperatura media tem
aumentado em 0,7°C no ultimo século, levando ao aumento de dias quentes e
diminuicdo de dias frios. Entre 0,4 e 2°C e a expectativa de aumento médio anual
projetado para 2030, enquanto um aumento médio anual entre 1 e 6°C esta previsto
para 2070. A Australia, devido a sua amplitude territorial, cobre uma grande
variedade de climas e ecossistemas (FUHRER, 2003). Em meédia e alta latitudes,
neste pais, aumentos da temperatura de 1-3, associados com o aumento de CO, e

mudanc¢as nos regimes pluviométricos, podem ter pequenos impactos beneficios na
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producdo das culturas. Em baixas latitudes, no entanto, ate mesmo pequenos
aumentos de temperatura (1-2°C) podem ter impactos negativos sobre a producao

de cereais.

5.6 Mudancas Climéticas Globais: carvao e podriddo abacaxi

Tabela 4 — Causas e consequiéncias das MCG para as principais doencas fungicas
de cana-de-acUcar no Brasil.

Doenca Causa Consequén- Referéncia Nivel de
cia influéncia
das MCG
Carvao Alteracdo Disseminagdo | (SANGUINO, | Baixa
(Sporisorium de ventos, | para areas sem | 2008)
scitamineum) | tempestade | variedades
S, ciclones | resistentes
Ferrugem Alteracéo Disseminagéo (SANGUINO, | Baixa
(Puccinia de ventos, | para areas sem | 2008)
melanocephal | tempestade | variedades
a) s, ciclones | resistentes
Podridao- Aumento Maior Baixa
abacaxi (C. | daumidade | ocorréncia da
paradoxa) doenca
Podridao- Aumento Penetracéo (SANGUINO, | Baixa
vermelha da umidade | direta do | 2008)
(Colletotrichu | relativa patégeno
m falcatum) (normalmente
nao ocorre)

As doencas fangicas apresentadas na tabela 4 apresentam algumas das
principais de cana-de-agucar no Brasil e as principais influéncias das MCG. Algumas
doencas provavelmente terdo maior influéncia das mudancas climaticas globais,
tendo em vista que sdo de menor importancia, ocorrendo em alguns casos muito
especiais; assim, os programas de melhoramento nao estdo preparados para uma
possivel epidemia por conta das mudancas climaticas. Para as doencas com baixo
nivel de influéncia das MCG, had um programa de melhoramento altamente
desenvolvido e também um acompanhamento constante, para variagdes, surgimento
de novas racgas, etc. (SANGUINO, 2008).

Ha sugestbes também de que as MCG alteram a dinamica populacional de

vetores, podendo influenciar a ocorréncia de doencas transmitidas por insetos, por
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exemplo, como é o caso de mosaico-da-cana-de-agucar, doenca causada por um
virus, mas que é principalmente disseminadas por pulgbées (SANGUINO, 2008).

Embora o material fotossintetizado, em cana-de-aclUcar, mostrou aumentar
com a alta concentracdo de gas carbdnico (SANGUINO, 2008, DE SOUZA et al.,
2008), a relacdo patdgeno-hospedeiro pode ser afetada, positiva ou negativamente.
Neste caso, estudos sdo necessarios para podriddo-abacaxi e carvao, em estruturas
gue permitem manter alta a concentracdo de gas carbonico.

Embora o carvao seja citado como a doenga mais importante para a cana-de-
acucar no Brasil, entre as doencas fungicas, com relacdo as MCG, severas
tempestades e ciclones poderiam levar a dispersdo de teliosporos do Sporisorium
scitamineum (auxilia disseminacdo). Caso contrario, por ser doenca sistémica,
somente o transporte de material contaminado (propagacéo vegetativa) ou entao
através do corte das plantas por mecanizacdo, podem aumentar a ocorréncia da
doenca (intervencéo direta do homem) (SANGUINO, 2008).

Outro fato que pode ocorrer € a mudanca na dinamica populacional de insetos
gue parasitam a cana-de-acucar como Diatraea saccharalis: este inseto perfura a
cana-de-acucar (broca da cana-de-acucar) e permite 0 acesso de fungos como
Colletotrichum falcatum, agente causador de podriddo-vermelha no colmo de cana-
de-acucar. Por outro lado, paises em que as condicbes de umidade relativa sao
altas, o fungo € capaz de invadir o tecido da cana, mesmo sem a perfuracdo pelo
inseto (SANGUINO, 2008). Portanto, o0 aumento ou diminuicdo da umidade relativa,
devido as MCG, podem ter papel essencial na infec¢do pelos fungos, sobrevivéncia,
disseminagdo, etc.

As mudancas climéaticas podem ainda alterar as condicdes ambientais de
determinada regido, de maneira que patdgenos que anteriormente ndo causavam
doencas em cana-de-aclcar, mas sim em outras culturas, passem a causar
problemas. Isto ocorre, por exemplo, devido a expansado da cultura da cana para

regides onde ela ndo era anteriormente cultivada (SANGUINO, 2008).
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram revisados o0s principais aspectos praticos de duas
doencas fungicas importantes para a cultura de cana-de-agucar, carvao
(Sporisorium scitamineum) e podriddo abacaxi (Ceratocystis paradoxa), tais como
deteccdo, sintomas (ou sinais) e controle. Os Ciclos de Relacbes Patdégeno-
Hospedeiro das doencas foram também estudados, jA& que a compreensdo dos
mesmos é essencial para o manejo bem suscedido das doencas. As diferencas
taxonbmicas dos patdgenos, assim como das suas relacbes ecoldgicas com a
planta, permitiram explorar caracteristicas especificas e, assim, perceber qual
manejo é mais adequado para cada doenca. A revisdo da literatura detectou quais
aspectos devem ser melhor compreendidos no futuro (a reproducéo, por exemplo, €
pouco conhecida e devera ser melhor estudada para ambos o0s patossistemas).

A Biotecnologia foi também explorada e pode-se concluir que ela trouxe
importantes avancos no conhecimento sobre carvdo, estudos mostram aplicacoes
na deteccdo precoce da doenca, o conhecimento sobre as diversidades
populacionais do patégeno e contribuiram para o desenvolvimento de variedades
resistentes de cana-de-acglcar. Por outro lado, embora o género Ceratocystis
apresente algumas espécies biotecnologicamente bem exploradas, para o causador
de podriddo abacaxi, Ceratocystis paradoxa, a Biotecnologia ainda foi pouquissimo
estudada, havendo somente alguns poucos trabalhos relatando possiveis aplicacdes
biotecnoldgicas de suas enzimas (hidrolases) e substancias aromaticas.

Por fim, foram expostas e discutidas as possiveis influéncias das MCG sobre
doencas de planta, especialmente nas regides tropicais e subtropicais, embora
experimentos ndo tenham sido realizados com doencas de cana-de-acucar. Com o
conhecimento atual, nota-se que os programas de melhoramento de variedades e
estudos de engenharia genética para carvdo sao bem consistentes, reduzindo as
possiveis influéncias negativas dos efeitos das MCG. Por outro lado, além de haver
menos estudos para podriddo abacaxi, sabe-se que atualmente o ambiente e época
de cultivo sdo fatores de destaque para favorecer sua ocorréncia, por isso as MCG
podem ser consideradas mais importantes para esta doenca.
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