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RESUMO GERAL

O raquitismo da soqueira (“ratoon stunting disease” - RSD) € uma das principais
doencas da cana-de-agucar em todo o mundo e ainda ndo foram identificadas
variedades resistentes ao RSD, sendo necessaria a avaliagdo permanente da
reacao de gendtipos a bactéria causadora do raquitismo, Leifsonia xyli subsp. xyli,
visando seu controle, assim como a busca de novas alternativas, como o biocontrole
utilizando microrganismos antagonicos. O objetivo da primeira parte deste trabalho
foi avaliar a reagcdo de 20 gendtipos a inoculacéo de Leifsonia xyli subsp. xyli. O
segundo foi comparar a eficiéncia de trés métodos de deteccédo da bactéria, o Dot
blot, a PCR e o EB-ELISA. A terceira e ultima parte, teve como objetivo avaliar o
potencial adverso causado pelas bactérias diazotréfica e endofitica de cana-de-
acgucar: Azospirillum brasiliense estirpe: AbV5 e Herbaspirillumn seropedicae
estirpes SmR1 e HCC 103, na colonizagao de Leifsonia xyli subsp. xyli, utilizando
como referencial componentes de producido. E a avaliagdo da eficiéncia destas
bactérias como inoculantes biolégicos, no incremento da produgcdo da cana-de-
agucar. Na avaliagdo da eficiéncia das variedades a Leifsonia xyli subsp. xyli, os
resultados confirmaram como imunes o0s seguintes genotipos: RB965518,
RB965517, RB72454 e RB975932. Os gendtipos RB946016, RB935744, RB956911,
RB966928, RB845210, RB965902, RB925211, RB965911, RB965602, RB835054,
RB925345, RB946903 e RB976933 foram classificados como resistentes e os
genotipos RB937570, RB935621 e RB986419 foram classificados como suscetiveis
ao ataque de L. xyli subsp. xyli. Na comparacdo dos trés métodos de deteccdo da
bactéria, o método EB-ELISA, apresentou o maior percentual de detecgéo, seguido
préximo pelo Dot blot. A PCR, embora seja considerado o método de detecgdo mais
sensivel, foi o que apresentou o menor percentual de detecgdo. Quanto ao efeito
antagbnico das bactérias diazotroficas e endofiticas, a Herbaspirillumn seropedicae
estirpe SmR1, mostrou-se como controlador biolégico potencial a colonizagdo de
Leifsonia xyli subsp. xyli, baseando-se em evidéncias indiretas, como no aumento da
massa dos colmos e com tendéncia a maiores rendimentos de produgao.
Aparentemente a bactéria Azospirillum brasiliense estirpe: AbV5 nao causou efeitos
detectaveis nos componentes de produgdo dos gendtipos de cana-de-agucar
avaliados.

Palavras chave: Saccharum sp, resisténcia, dot blot, EB-ELISA, PCR, Herbaspirillumn
seropedicae, Azospirillum brasiliense.



ABSTRACT GENERAL

Ratoon stunting ("ratoon stunting disease" - RSD) is a major disease of cane sugar in
the world and have not been identified resistant varieties RSD, requiring the ongoing
assessment of genotypes reaction to the bacteria causing of rickets, Leifsonia xyli
subsp. xyli, aiming their control, as the search for new alternatives, such as
biocontrol using antagonistic microorganisms. The goal of the first part of this study
was to evaluate the reaction of 20 genotypes to inoculation with Leifsonia xyli subsp.
xyli. The second was the comparison of three methods of detecting the bacteria, Dot
blot, PCR and EB-ELISA. The third and final part, aimed to evaluate the potential
adverse caused by bacteria and diazotrophic endophyte of sugar cane: Azospirillum
brasiliense strain: AbV5 and Herbaspirillumn seropedicae strains SMR1 and HCC
103, the colonization of Leifsonia xyli subsp. xyli, using as a benchmark yield
components. And the evaluation of the efficiency of these bacteria as biological
inoculants, in increasing the production of sugarcane. In assessing the efficiency of
the varieties Leifsonia xyli subsp. xyli, the results were immune to the following
genotypes: RB965518, RB965517, RB72454 and RB975932. Genotypes RB946016,
RB935744, RB956911, RB966928, RB845210, RB965902, RB925211, RB965911,
RB965602, RB835054, RB925345, RB946903 and RB976933 were classified as
resistant genotypes RB937570, RB935621 and RB986419 and were classified as
susceptible to attack by L. xyli subsp. xyli. Comparing the three methods for detecting
bacteria, the EB-ELISA method, showed the largest percentage of detection,
followed next by Dot blot. PCR, although it is considered the most sensitive detection
method, showed the smallest percentage of detection. Regarding the antagonistic
effect of endophytic diazotrophs and the Herbaspirillum seropedicae SMR1 strain,
showed potential as biological control of colonization Leifsonia xyli subsp. xyli, based
on indirect evidence, such as increasing the mass of stalks and a tendency to higher
production yields. Apparently the bacteria Azospirillum brasiliense strain: AbV5
caused no detectable effects on yield components of the genotypes of sugar cane
evaluated.

Key-words: Saccharum sp, RSD, tolerance, detection, endophytic bacteria
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1 INTRODUGAO GERAL

O Brasil é o maior produtor de cana-de-agucar (Saccharum spp) e suas
lavouras estdo em expansao no pais. A area de cana-de-acgucar colhida destinada a
atividade sucroalcooleira esta estimada em 8.033,6 mil hectares, distribuidas em
todos estados produtores. Em relagédo a area total, o Parana esta em terceiro lugar
com 7,25% (582,32 mil hectares). A previsdo nacional do total de cana que sera
moida na safra 2010/11 é de 624.991 mil ton, com incremento de 3,4% em relacao a
safra 2009/10 e a produtividade média brasileira esta estimada em 79 ton/ha
segundo estimativa da Conab (2010).

O cultivo da cana-de-agucar esta sujeito ao ataque de diversos patdégenos,
entre eles estdo: a bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli , que é o agente causal do
raquitismo-da-soqueira (RSD — “Ratoon Stunting Disease”). O RSD é considerada
uma das doengas mais importantes em todo o mundo, podendo causar prejuizos de
5 a 30% na produtividade. A doenga causa danos a cultura nas principais regides do
mundo onde a agroindustria sucroalcooleira esta presente (DAVIS et al., 1994). L.
xyli subsp. xyli esta classificada no grupo de bactérias corineformes, sendo gram-
positiva, aerdbica, pleomoérfica e fastidiosa (GILLASPIE et al., 1981; CARDOSO,
1986). A agressividade da doenca varia em fungdo de fatores ambientais,
principalmente estresse hidrico (TOKESHI; RAGO, 2005; ROS, 2004; GILLASPIE,
1978). Ela ndo é facilmente reconhecida no campo por sintomas externos, uma vez
que podem ser confundidos por varios outros fatores abidticos, incluindo praticas
culturais, umidade inadequada e deficiéncia nutricional (COMSTOCK; LENTINI,
2002). Nas variedades mais suscetiveis pode-se observar internamente, na parte
mais velha de colmos maduros, na altura do nd, vasos com a coloracédo alterada
variando de alaranjado-claro e vermelho-escuro, podendo-se observar “virgulas” e
tracos ou pontos localizados preferencialmente nas partes mais profundas do colmo.
A auséncia de sintomas internos nao indica sanidade do material, e que a mesma
esta incubada, pois a maioria das variedades suscetiveis ndo exibe sintomas
internos e externos (TOKESHI; RAGO, 2005).

A principal forma do controle de RSD é por meio de resisténcia varietal
utilizando o principio de exclusdo como medida de controle. O uso de mudas sadias

para o plantio (COMSTOCK et al., 1997) através do tratamento térmico de toletes



(50,5 °C por 2 h ou 52 °C por 30 min) Comstock e Lentini (2002). A transmissao da
bactéria por maquinas colheitadeiras € bastante significativa. Todos os
equipamentos usados para corte da cana-de-agucar devem ser desinfetados, e o
procedimento de desinfestacdo pode ser realizado através de calor (chama, vapor
ou agua quente) ou produtos quimicos (GILLASPIE; TEAKLE, 1989) inclusive por
meio de colhedora de cana-de-acucar.

Assim como para o raquitismo e para outras doencas da cana-de-agucar
também s&o utilizadas operagdes de rouguing como monitoramento de viveiros,
termoterapia das mudas associadas ao uso de fungicidas sistémicos (MATSUOKA,
1984, COMSTOCK et al., 1996). Um método alternativo de controle do RSD
considerado como mais uma ferramenta de manejo, pode ser o controle biologico,
por meio da inoculagcdo com bactérias endofiticas, as quais sao capazes de
colonizar os tecidos da planta hospedeira.

O controle bioldgico utilizando bactérias endofiticas pode ser uma alternativa,
tendo em vista sua capacidade de habitar o interior da planta, sem incitar sintomas
visiveis de parasitismo aparente, competindo ainda, pelos mesmos sitios de
colonizagdo com o patégeno . Ademais, a colonizagdo por enddfitas pode induzir
resisténcia, acionar os mecanismos pré e pos formados do hospedeiro, produzindo
bacteriocinas danosas ao patdégeno (antibiose), tornando os agentes de biocontrole
extremamente vantajosa (OLIVARES; REIS; FACANHA, 2000).

Na cultura da cana-de-agucar, as principais bactérias endofiticas diazotroficas
sdo: Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum spp. e Azospirillum spp
(JAMES; OLIVARES, 1997; BALDANI et al., 1997; JAMES 2000). Apesar da
constatacdo da capacidade de fixagdo do nitrogénio do ar e colonizagao do interior
dos vasos do xilema da planta, apena um autor avaliou o potencial de bactérias
diazotroficas endofiticas no controle do raquitismo da soqueira (CARNEIRO Jr,
2006).

Os objetivos do trabalho foram: Avaliar a reagao de vinte gendtipos de cana-
de-agucar ao raquitismo-das-soqueiras, comparar a eficiéncia de trés métodos: Dot
blot, PCR e EB-ELISA na detecgédo de Leifsonia xyli subsp. xyli e avaliar o efeito
antagbnico ao desenvolvimento de Leifsonia xyli subsp. xyli avaliado indiretamente
pelos componentes de producdo de plantas de cana-de-agucar pré-inoculadas
com as bactérias diazotréficas endofiticas de cana-de-agucar: Azospirillum



brasiliense estirpe AbV5 e Herbaspirillumn seropedicae estirpes SmR1 e HCC 103

e poés-inoculadas com Leifsonia xyli subsp. xyli.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ORIGEM, DESCRIGCAO E IMPORTANCIA DA CULTURA

A cana-de-agucar pertence a familia Poaceae e € utilizada pelo homem ha
milhares de anos. Presume-se que seja originaria da Asia, numa regido entre a
india e a China e sua exploracdo, no inicio, era sobre a espécie S. officinarum. O
surgimento de varias doengas e de uma tecnologia mais avangada exigiu a criagéo
de novas variedades através do cruzamento interespecifico, as quais foram obtidas
pelo cruzamento da S. officinarum com as outras quatro espécies do género
Saccharum: S. officinarum. S. sinensis. S. barberi e S. spontanium e,
posteriormente, através de retrocruzamentos com as ascendentes. A cana-de-
agucar (Saccharum spp) € uma graminea de grande porte e produz colmos
suculentos devido ao armazenamento de sacarose. E propagada de forma
vegetativa, sendo uma cultura perene e semi-perene no cultivo extensivo
(MOZAMBANI et al., 2006).

E cultivada principalmente nas regides tropicais e sub-tropicais numa
extensa area, compreendida entre os paralelos 35° de latitude Norte e Sul do
Equador. O clima ideal € aquele que apresenta duas estagbes distintas, uma
quente e umida, para proporcionar a germinacgao, perfilhamento e desenvolvimento
vegetativo, seguido de outra fria e seca, para promover a maturagédo e consequente
acumulo de sacarose nos colmos. Sua importancia pode ser atribuida a sua
multipla utilizagdo, podendo ser empregada in natura, sob a forma de forragem,
para alimentagdo animal, ou como matéria prima para a fabricagdo de rapadura,
melado, aguardente, agucar e alcool. Com a crise energética, nova perspectiva foi
aberta para o aproveitamento do bagago da cana. Como a quantidade do bagaco
produzida é muito elevada (aproximadamente 30% da cana moida), existe um
grande potencial para geracao de eletricidade para venda comercial. Estima-se um
potencial de geracédo de eletricidade a partir de bagago de cana em 4.000 MW
utilizando-se tecnologias comercialmente disponiveis. As alteragbes nas regras do
mercado de energia elétrica estdo criando melhores condi¢gdes para a oferta de
energia por produtores independentes, podendo ser atrativas para o setor
sucroalcooleiro (BALBO, 1990).



2.2 O RAQUITISMO DAS SOQUEIRAS

2.2.1 Historia e importancia

No mundo, a doenga foi primeiramente assinalada no ano de 1944 no
Estado de Queensland, Australia, apés uma primavera bastante seca, infectando a
variedade Q28. Desde entdo se espalhou por todo os outros paises. Foi descrita
pela primeira vez no Brasil, em 1956 em Campos dos Goytacazes, RJ e ja estava
disseminada por todas as regides canavieiras (TOKESHI, 1997). Frederico Veiga,
observando plantas suspeitas em um lote de variedades importadas, concluiu estar
diante do Raquitismo-da-Soqueira (RSD), e para comprovar as suspeitas inoculou o
extrato do xilema daquelas plantas supostamente doentes em variedades locais e
reproduziu os sintomas da doenga (VEIGA, 1956).

Acreditava-se inicialmente que o agente causal do RDS, era um virus, este
fato ocorreu devido a dificuldade de isolamento do agente causal em meio axénico
e também porque a doencga era facilmente disseminada mecanicamente por meio
de instrumentos de corte (MATSUOKA, 1971). Contudo, € causada pela bactéria L.
xyli subsp. xyli, antes classificada no grupo das bactérias coneiformes, como
Clavibacter xyli subsp. xyli (DAVIS; PURCEL; THONSON, 1980; EVTUSHENKO et
al., 2000).

O Brasil na década de 70 estava com aproximadamente 90% dos canaviais
infectados por L. xyli subsp. xyli e nas décadas seguintes o problema persistiu, pois
muitas unidades produtoras deixaram de utilizar o tratamento térmico, que tinha
funcao de extinguir ou diminuir o patégeno das mudas, conjuntamente a utilizagao
de cultivares de cana-de-agucar que nao apresentavam imunidade a bactéria
(CHAGAS, 1996; SANGUINO, 1987; RUAS; MATSUOKA; GHELLER, 1987). Na
década de 80, Davis e colaboradores conseguiram isolar pela primeira vez a
bactéria associada ao RSD em meio de cultura. Os testes de patogenicidade foram
feitos com oito isolados da bactéria em cultura pura provenientes de plantas de
cana-de-agucar doentes de diferentes paises: Brasil, Japdo, Estados Unidos e
Africa do Sul. Todos os isolados causaram sintomas da doenca em plantas da

variedade CP 44-101 e foram re-isolados posteriormente.



No estado de S&o Paulo, Giglioti (1997), estimou que o raquitismo das
soqueiras (RDS) ocasionou redugao da lucratividade em mais de U$ 2 bilhdes nos
ultimos 30 anos. Em experimento em Macaé-RJ, onde seis variedades de mudas
de cana-de-agucar (CB 46-364, CB 45-3, CB 49-260, CO 421, CP 51-22 e NA 56-
79) foram tratadas termicamente e comparadas com mudas inoculadas com Lxx
observaram-se reduc¢des significativas de produtividade variando de 4 a 14 t.ha™
(CHAGAS; MATSUOKA, 1988).

2.2.2 Etiologia

A bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli, classificada no grupo corineiforme, é
gram-positiva, aerobica, pleomoérfica e fastidiosa. As células bacterianas tém forma
bastonete retilineo ou levemente curva e ocasionalmente inchada nas extremidades
ou na regidao mediana da célulasao pleomorficas, possuem 0,25-0,25 x 1-4 ym de
dimensdes. Produz in vitro colénias minusculas, translucidas e circulares, com um
didmetro variando de 0,1 a 0,3 mm, apds 14 dias de cultivo em meio SC “Soybean
Corn” (CARDOSO, 1986; TEAKLE; APPLETON; STEINDL, 1978).

A exemplo de outros membros do género Leifsonia, o patégeno nao forma
esporos, e é caracterizado pela presenca de acido 2-4 diaminobutirico em sua
parede celular, auséncia de acidos micoliticos e predominancia de metaquinonas
com 9 ou 10 cadeias de carbono (YOUNG; TOKIKAWA; GARDAN, 1992; DAVIS,
1986; DAVIS; GILLASPIE Jr.; VIDAVER, 1984). Variagdo em patogenicidade e
viruléncia entre estirpes de Leifsonia xyli subsp. xyli ndo tem sido identificados,
sendo os isolados de diferentes regides do mundo muito similares quando
comparados quanto a morfologia, serologia e bioquimica (DAVIS; GILLASPIE Jr.;
VIDAVER, 1984; DAVIS; PURCEL; THOMSON, 1980).

O genoma da bactéria € composto de um cromossomo circular com 2,6
milhdes de pares de bases e 13% dos genes séo na verdade, pseudogenes: 307
dos 2.351 genes estéo truncados e incompletos (MONTEIRO-VITORELLO, 2004).



2.2.3 Transmisséao e colonizacao

A dificuldade de se identificar a doenga no campo faz com que a bactéria se
dissemine facilmente através dos instrumentos e outros implementos utilizados
durante a operagao de corte da cana-de-agucar (GILLASPIE; TEAKLE, 1989). Essa
caracteristica da cultura aliada a natureza do patégeno de ser habitante de vasos
condutores do xilema faz com que sua disseminagdo ocorra exclusivamente pelo
homem, seja durante os tratos culturais ou pelo plantio toletes infectados
(COMSTOCK et al., 1996).

Comstock e Lentini (2002) afirmaram ainda que a transmissao da bactéria
por maquinas colheitadeiras € bastante significativa, existem registros de que o
patdégeno sobreviva no solo apds a colheita. A bactéria também pode ser
disseminada por meio de ferramentas contaminadas utilizadas no manejo. A
introducdo primaria em campo é feita por mudas infectadas, como os principais
sintomas ndo sao muito evidentes, a disseminagao do patdgeno através do plantio
de material infectado é facilitada. Este tipo de disseminacéo tem sido de extrema
importancia, pois havendo cultivo com material infectado a doencga sera facilmente
disseminada (GILLASPIE; TAEKLE, 1989). Segundo Cardoso (1986), considera-se
que a auséncia de sintomas externos caracteristicos nas socas e sua auséncia na
cana-planta sejam os motivos da disseminacao da doenga de modo universal.

A exploracdo econbmica da cana-de-agucar ¢é caracterizada pela
monocultura (continuidade espacial) e sobreposicdo de cultivos (continuidade
sequencial). Sendo assim, a bactéria sobrevive durante todo o ciclo, colonizando
sistematicamente os vasos condutores (xilema e floema) dos colmos da cana-de-
agucar, durante toda a entressafra. A sobrevivéncia é garantida pela presenga de
bactérias na coroa das soqueiras que permanecem no solo apos o corte da cana
(ROS, 2004). Na auséncia da cultura, a bactéria pode permanecer infectiva em
restos de toletes, sendo necessario deixar transcorrer entre trés e seis meses antes
de um novo plantio (TOKESHI; RAGO, 2005).



2.2.4 Sintomas

Os sintomas nao sao facilmente reconhecidos no campo, uma vez que podem
ser confundidos por varios fatores, incluindo praticas culturais, umidade inadequada
e deficiéncia nutricional (COMSTOCK; LENTINI, 2002). Em época de seca, quando
ha pouca agua disponivel, a cana-de-agucar, como a maioria das plantas, langa mao
de um expediente para garantir sua sobrevivéncia: para de crescer. Os sintomas em
campo mais comuns associados a essa doenga sdo: crescimento irregular e
raquitismo das plantas; afinamento e encurtamento dos internddios; sintomas de
deficiéncia hidrica em periodos de veranico e, consequentemente, baixa
produtividade. Internamente, os colmos maduros podem apresentar descoloragao
dos feixes vasculares (TOKESHI; RAGO, 2005). Para minimizar os efeitos do
estresse hidrico, permanece quase dormente e desencadeia uma série de
mecanismos de auto-defesa. Fecham-se, por exemplo, os estdmatos de suas folhas,
que funcionam como poros responsaveis pela entrada e saida de gases e agua da
planta. Os sintomas externos podem ser aumentados como mascarados pela
disponibilidade de agua para a cultura, por isso, alguns cultivares, sob condi¢cbes de
umidade apropriada, podem suportar alta densidade populacional da bactéria, sem
mostrar qualquer sintoma visivel (TOKESHI; RAGO, 2005). Externamente,
observam-se colmos mais finos e internédios curtos causando a redugcao da
produtividade agricola. As touceiras doentes, em periodos mais secos, mostram
sintomas de falta de agua e enrolamento de folhas (TOKESHI, 1997).

No entanto, todos esses sintomas podem diferir em funcdo da variedade,
idade da planta e tipo de solo, sendo facilmente confundidos com outras doencgas
bidticas e abidticas (GRISHAM, 2004). A doenga manifesta-se de modo mais claro
nas soqueiras de variedades mais suscetiveis, onde podemos observar
internamente, na parte mais velha dos colmos maduros vasos com a coloragao
modificada variando de alaranjado-claro a vermelho-escuro. De acordo com a
posicdo dos vasos e sentido dos cortes, pode-se observar “virgulas” e tragos ou
pontos localizados, preferencialmente, nas partes mais profundas do colmo.
(TOKESHI, 1997; CARDOSO, 1986). A coloragdo vascular na regiao nodal é
resultado da reagcdo da planta a presengca de organismos estranhos e nao
especifica para o agente de raquitismo. Experimentalmente é possivel obter este

tipo de reagcdo com inoculagbes de Xanthomonas albilineans, Acidovorax avenae



subsp. avenae, Erwinia herbicola, Fusarium moniliforme, todos agentes causais de
estrias cloroticas em plantas (TOKESHI; RAGO, 2005).

2.2.5 Diagnose

Desde os anos 70, quando a bactéria foi descrita como agente causal da
doencga, técnicas de microscopia de contraste de fase ou imunoflorescéncia estavam
sendo utilizadas para o diagnostico de RSD (STEINDL, 1976). Com os avangos da
pesquisa nessa area, novas técnicas tém sido utilizadas para a detecgdo do
patégeno e classificagdo dos clones quanto a resisténcia ao RSD, como o teste de
EB-ELISA (“Enzyme-linked Immunosorbent Assay”), EB-EIA (“Evaporative-Binding
Enzyme-linked Immunoassay”) (CROFT, 2002; GILLASPIE, 1978), PCR
(“Polimerase Chain Reaction”) (PAN; GRISHAM; BURNER, 1998) e Dot Blot (“Dot
Blot Enzyme Immunoassay”) (HARRISON; DAVIS, 1986). Geralmente ha uma boa
ligacao entre populagbes bacterianas dentro dos extratos do xilema e a resisténcia
do cultivar (HARRISON; DAVIS, 1988). A escala de populagdo microbiana é de 10° a
10°, havendo relacdo entre a incidéncia e o nimero de feixes vasculares
colonizados, entretanto, alguns cultivares tem elevada populagdo bacteriana e
sofrem pouca perda de rendimento (DAVIS; DEAN; HARRISON, 1988).

A diagnose da doenga s6 pode ser feita pela detec¢cdo do patdgeno e
constitui-se em um dos maiores problemas para as pesquisas com raquitismo-da-
soqueira, para se avaliar a sanidade das mudas de cana-de-agucar. Por muitos
anos, houve a falta de um método preciso para diagnéstico da doenga, uma vez
que os sintomas nao sao especificos (CARDOSO, 1986; SANGUINO; MORAES;
SANTOS FILHO, 1984).

2.2.5.1 Técnicas de deteccao com base na coloragao do xilema
Valarini e Tokeshi (1981) desenvolveram um método para determinar a

resisténcia ao RSD através da determinacgao do fluxo de agua em colmos sadios e

doentes de cana-de-agucar, mas foi verificado que alguns fatores como presséo de
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vacuo, posi¢coes do né no colmo e dias de armazenamento dos colmos podem
interferir na avaliacao.

Ensaios utilizados em situagdes para assegurar que o viveiro estivesse livre
da bactéria, incluiram a AIMA (“Autofluorescence alcalino-induzide metaxilema”
(DAMANN, 1988) e ensaios sorolégicos. No ensaio de AIMA, a autofluorescéncia é
induzida sob condi¢des alcalinas em plantas contaminadas, mas ndo em plantas
saudaveis.

Para Chagas e Tokeshi (1994), a precisao do método de Coloragao do Xilema
pelo Fluxo Transpiratorio pode ser aplicada na selegao de variedades resistentes ao
raquitismo da soqueira. Este método consiste na utilizagdo do fluxo transpiratorio
natural do colmo para promover a translocacdo de uma solugao corante a base de
safranina-O, para avaliagdo do numero de vasos funcionais (coloridos) no colmo.
Perez, Matos e Figueiredo (2001), utilizaram este método para avaliar a sanidade de
cultivares de cana-de-acucar e encontraram boa correlagao entre peso de colmos e
percentagem de vasos funcionais para colmos tratados e inoculados.

Davis, Dean e Harrison (1988), em experimento, descreveram que a
classificagdo quanto a resisténcia seria melhor observada se fossem utilizadas
variedades mais resistentes ao RSD, ou seja, menor quantidade do patégeno.
Alguns trabalhos mostram que a resisténcia de uma dada variedade ao RSD tem
correlagado negativa com o numero de vasos xilematicos colonizados pela bactéria,
isto é, quanto menor for o percentual de vasos colonizados, mais resisténcia tem a
variedade e menor sera a perda de produtividade causada pela doenca
(HARRISON; DAVIS, 1988; DAVIS; DEAN; HARRISON, 1988). Ros (2004)
conseguiu classificar as variedades SP81-3250, SP80-1816, SP80-1842, RB867515,
SP83-2847 e RB855113 como intermediarias considerando o numero de vasos do
xilema colonizados pela bactéria.

Carneiro Jr. et al. (2003) produziram anticorpo policlonal especifico contra L.
xyli subsp. xyli e visando utiliza-lo em método sorolégico para detecgao do patdégeno,
conseguiram estimar o nivel de deteccdo do método a partir de suspenséo

bacteriana em 2x10° células.mL™".
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2.2.5.2 Técnicas moleculares

Foi desenvolvido o método de Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para
detectar L. xyli subsp. xyli na cultura, sendo sensivel para detec¢do, porém, n&o é
favoravel quando trata-se de um grande numero de amostras (FEGAN; CROFT;
TEAKLE, 1998; PAN; GRISHAM; BURNER, 1998). Os ensaios de PCR
demonstraram ser os mais sensiveis e podem ser utilizados em situagdes de
necessidade de quarentena.

Pan, Grisham e Burner (1998), publicaram protocolo para detecgéo de L. xyli
subsp. xyli para técnica de PCR (Reacgao de Polimerase em Cadeia), esta técnica é
altamente sensivel para deteccado da bactéria, ela permite a anédlise ndo s6 de DNA
puro da bactéria como também de células de extratos de planta, conteudo liquido
dos vasos condutores e colénias em placa ou meio de cultura liquido.

A comparagéao de trés metodologias de diagnose (microscopia de contraste de
fase, Dot-blot e PCR) para a detecgéo de Lxx e sua utilizagdo em analises rotineiras
foi realizada por Gagliardi, Pace e Ferreira (2006) e os resultados indicaram a
técnica de diagnose por PCR como método mais sensivel, detectando o nivel de 10’
células/mL™. O Dot-blot permitiu diferenciar, quantitativamente, as concentracdes
dos niveis acima de 10° células/mL™" e a microscopia de contraste de fase apenas a
partir de 10° células/mL™. De acordo com os resultados obtidos, a utilizacdo da
técnica de Dot-blot atende as necessidades de diagnoses rotineiras.

A analise por PCR , permite a analise ndo s6 de DNA puro da bactéria,
como também de células de extratos de planta, conteudo liquido dos vasos
condutores e coldnias em placa ou meio de cultura liquido (SCHNEIDER; BRUJUIN,
1996). Taylor et al. (2003) publicaram protocolo para detecgao de L. xyli subsp. xyli
por PCR, sendo esta altamente sensivel para deteccdo da bactéria, mas embora
sensivel, ndo é uma técnica utilizada rotineiramente (TOKESHI; RAGO, 2005).

A técnica de PCR pode sofrer algumas modificacbes que visam reduzir
contaminagdes como, por exemplo, no caso do Nested-PCR ou entdo para
quantificacdo do patdogeno em menor tempo de analise utilizando-se o PCR em
Tempo Real (QPCR). Semelhante ao PCR convencional, o qPCR esta sendo cada
vez mais utilizado para diagnosticar e quantificar patégenos de plantas (SHAAD et
al., 2003; GAO et al., 2004; KOKKINOS; CLARK, 2006; SAYLER; CARTWRIGHT;
YANG, 2006), sua sensibilidade é maior (LEKANNE-DEPREZ et al., 2002; BALAJI;
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BUCHOLTZ; ANDERSON, 2003; KOKKINOS; CLARK, 2006) € € um método menos
trabalhoso que o PCR convencional, pois hdo ha necessidade de nova amplificagcao
(RIRIE; RASMUSSEN; WITTWER, 1997; WONG; MEDRANO, 2005). No gqPCR, o
produto é amplificado, monitorado e incorporado progressivamente moléculas
fluorescentes na reacdo. A intensidade de fluorescéncia € correlacionada a
producdo do produto do PCR (WONG; MEDRANO, 2005). A principal vantagem
apresentada pelo qPCR é a de que o diagndstico da doenca pode ser realizado
antes dos nove meses de idade nas plantas de cana-de-agucar como o usual para o
PCR convencional e com maior sensibilidade. Além de diagnosticar a presenga ou
nao da bactéria, esse novo método de diagnose também quantifica a presenca da
bactéria na amostra, facilitando assim o diagndstico em mudas anteriormente ao

plantio e assim diminuindo o in6culo da doenga no campo (GRISHAM, 2004).

2.2.5.3 Técnicas sorologicas

No Instituto Biolégico em Campinas, estdo sendo desenvolvidas
metodologias para diagnostico por meio de técnicas sorolégicas que poderdo ser
usadas no Programa Cana IAC para selegao de clones resistentes a Leifsonia xyli
subsp. xyli (SANTOS, 2003).

A técnica de Dot Blot EIA (“dot blot enzyme immunoassay”) consiste em fixar
o extrato de cana-de-agucar em membrana de nitrocelulose, e incuba-la com
anticorpo especifico contra a bactéria (L. xyli subsp. xyli), onde faz-se lavagens e em
seguida incuba-se com anticorpo especifico conjugado com a enzima fosfatase
alcalina ou peroxidase. Apds novas lavagens, a membrana é submetida a uma
solugdo indicadora, que contém o substrato da enzima. Na presenca da bactéria
obter-se-a mudanga de coloragédo nos locais onde a seiva foi fixada (HARRISON,;
DAVIS, 1986). A intensidade da cor é proporcional ao numero de bactérias
presentes na amostra. O nivel de detecgdo deste método foi estimado em 2 x 10°
células bacterianas/mL™. Esta técnica é barata e apresenta como vantagem o fato
da leitura dos resultados ser rapida e direta, sem a necessidade de equipamentos
especiais. Apesar de a técnica ser pouco sensivel comparada a imunofluorescéncia
e ao PCR, ela é suficientemente sensivel para orientar a necessidade do tratamento
térmico do material propagativo (CARNEIRO Jr. et al., 2004).
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Harrison e Davis (1988), apos muitas pesquisas, procurando um método
eficaz para identificar gendtipos resistentes ao RSD, apresentaram a técnica TB-EIA
(“Tissue Blot enzyme immunoassay”), que permite contar o numero de tubos
vasculares colonizados pela bactéria em impressbes de toletes ou nervuras de
folnas em membrana de nitrocelulose, hoje € de grande utilidade em programas de
melhoramento de cana-de-agucar para quantificar a colonizacdo de tecidos
vasculares por Lxx. Este processo € constituido por diversas etapas. Cilindros de
tecido da regido central dos entrends de colmos de cana-de-agucar sdo amostrados,
este tecido é centrifugado de maneira a coletar o suco de cada feixe vascular em
membrana de nitrocelulose. Apds o processamento sorologico, feixes vasculares
colonizados por Lxx sao identificados na membrana pela coloracdo azulada quando
observados através de microscépio estereoscédpico. Depdsitos coloridos de
dimensdes similares a de um metaxilema individualizado podem ser observados em
membranas processadas. Com o TB-EIA foi demonstrado que a resisténcia de
variedades de cana-de-acucar estava associada com uma reducdo na colonizagao
dos tecidos vasculares do colmo por L. xyli subsp. xyli.

O método por TB-EIA (HARRISON; DAVIS, 1988) é similar ao método de Dot
Blot EIA. A diferenga é que a seiva é extraida diretamente por centrifugagcdo de um
cilindro do colmo sobre a membrana de nitrocelulose, imprimindo-se nesta, em baixo
relevo, os vasos do metaxilema.

A deteccdo sorolégica da bactéria L. xyli subsp xyli consitiui no método da
diagnose do raquitismo mais utilizado para orientar a renovagéo de viveiros e de
areas comerciais de cana, de monitorar a sua disseminagdo e comprovar a real
necessidade da utilizacdo do tratamento térmico (GAGLIARDI; PACE; FERREIRA,
2006).

Para deteccdo de L. xyli subsp. xyli por métodos sorologicos faz-se
necessaria a producédo de anticorpo especifico contra o patdégeno. A maioria dos
trabalhos que empregam sorologia para a diagnose do RSD enfoca mais a
comparagao de técnicas sorologicas do que a produgao e a qualidade do anti-soro
produzido (GILLASPIE, 1978; HARRISON; DAVIS, 1986, 1990; GUZMAN;
VICTORIA, 1993). Os ensaios soroldgicos incluem o Dot blot, “evaporative-binding
enzyme immunoassay” (EB-EIA) (GILLASPIE, 1978; CROFT et al., 1994) e "Tissue
blot enzyme immunoassay” (HARRISON; DAVIS, 1988). Eles utilizam anticorpo
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especifico contra L. xyli subsp. xyli que os liga especificamente ao patdégeno, estes
ensaios detectam populacdes de L. xyli subsp. xyli em 10° células por mL™".

Cada método tem vantagens e desvantagens distintas como o custo,
exatidao, e facilidade do processamento de um grande numero amostras. Uma
vantagem do Dot blot e do EB-EIA para os ensaios sdo que a seiva do xilema pode
ser coletada em locais remotos e mandada para analise. Para analise através de
"Tissue blot immunoassay” exigi-se que a amostra do colmo seja encaminhada a
uma central com laboratério para ser entdo processada. Esta técnica obteve o
resultado mais exato quando comparados a outros ensaios acima mencionados
(HOY; GRISHAM; DAMANN, 1999).

A deteccao sorologica de L. xyli subsp. xyli constitui o método de diagnose do
raquitismo-das-soqueiras mais utilizado para orientar na renovacao de viveiros e de
areas comerciais de cana, de monitorar a sua disseminagdo e comprovar a real
necessidade da utilizacdo do tratamento térmico (GAGLIARDI; PACE; FERREIRA,
2006).

O teste ELISA (“Enzyme Linked Imunosorbent Assay”) tem diversas
aplicagdes e vem sendo utilizado por mais de 25 anos. Esta técnica consiste em
fixar a bactéria a partir da adicdo do extrato de cana-de-agcucar em cavidades de
placas de poliestireno, previamente cobertos por anticorpos especificos e fixados.
Apds lavagem, adiciona-se o anticorpo especifico ligado a enzima (fosfatase
alcalina) e, ap6s nova lavagem, adiciona-se uma solugédo cuja coloragao pode ser
alterada pela enzima. Na presenca da bactéria no extrato, ocorrera sua fixacdo na
placa, bem como a fixagdo da enzima ligada ao anticorpo que promovera a alteragao
de cor da solugdo. Com base no teste ELISA, em que a intensidade do
desenvolvimento da coloracdo esta diretamente relacionada com o numero de
bactérias presentes na amostra, foi sugerido um método de selecdo para resisténcia
ao RSD em grande escala, detectando em torno de 4 X 10° células/mL™ ou em torno
de 3 bactérias por campo de microscopio de contraste de fase (HARRIS, GILLASPIE
JR., 1978). Ela tem como vantagens a sua robustez, simplicidade, rapidez na
obtencao dos resultados e como principal desvantagem o limite de deteccdo (acima
de 10* a 10° células mL™") (SILVA; REIS, 2005).

Em trabalho realizado por Gao et al. (2008) onde foram comparados trés
métodos de deteccio sendo eles: PCR, ELISA e Dot blot, foram encontrados como

resultados que os métodos que apresentaram maior sensibilidade para a deteccéo
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da bactéria foram o ELISA e o Dot blot com niveis acima de 90% de deteccéo e o
PCR apresentou 61% de incidéncia da bactéria. A deteccdo por PCR foi rapida e
econdmica, porém, menos sensivel.

Técnicas sorologicas sao eficazes somente quando as amostras sao retiradas
de plantas em que as bactérias encontram-se em altas concentragbes. Em geral, a
deteccdo ¢ limitada a 10*° UFC/mL por FADCF, 10° UFC/mL pela técnica TB-EIA
(HARRISON; DAVIS, 1988) e 10° Unidades formadoras de coldnias(UFC)/mL pela
técnica de EB-EIA (CROFT et al., 1994).

2.2.6 Controle

A principal forma de controle dessa doenga € por meio de resisténcia
varietal, no entanto, a maior dificuldade consiste na selecdo de variedades
resistentes em fungéo da dificuldade no diagndstico rapido e eficiente da doenga
(COMSTOCK; LENTINI, 2002).

Devido a impossibilidade de controle da doenga uma vez instalada, o unico
meétodo eficiente de controle no campo é a exclusdo, com o plantio de toletes livres
do patégeno. Atualmente, duas s&o as técnicas empregadas para essa finalidade:
uso de cultura de meristema, alternativa de saneamento para plantio de viveiros
primarios (TOKESHI; RAGO, 2005; HOY et al., 2003).

O tratamento térmico € uma forma eficiente de controle da enfermidade para
o estabelecimento de viveiros e campos comerciais livres da doenga (SANGUINO,
1998). O processo deve ser bem criterioso, pois qualquer variacdo pode resultar em
sérios prejuizos. No tratamento térmico, trabalha-se o binbmio tempo-temperatura.
Os toletes-sementes sdo submetidos a imersdo em agua quente por um
determinado tempo, na tentativa de destruir as proteinas e enzimas da bactéria,
sem injuriar em demasia as proteinas e enzimas das gemas dos toletes. Duas
combinagdes sdo empregadas atualmente no Brasil: 52°C por 30 minutos
(COPERSUCAR, 1989) ou 50°C por 2 horas (DAMANN; BENDA, 1983). Dessas, a
primeira € a preferencialmente empregada pelas unidades produtoras por demorar
menos e permitir o tratamento de um ndmero maior de toletes. Ambas nao
conseguem a eliminagado completa da bactéria, apresentando escapes que servem

como fonte de in6culo (BENDA, 1994). Em ambos os casos, para que ocorra a
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destruicdo total das células bacterianas, ha necessidade de repetigdes do
tratamento térmico dos materiais previamente tratados (STEINDL, 1974),
constituindo-se numa operagao trabalhosa e custosa, nem sempre seguida pelos
produtores.

Por ser facilmente transmitida mecanicamente, a desinfecgdo é um
importante método para prevencao da doenca. Todos os equipamentos usados
para corte da cana devem ser desinfectados por produtos quimicos ou mesmo
calor. E indispensavel associar & termoterapia a pratica do “rouguing”, que consiste
em eliminar plantas doentes. A presenga de plantas doentes nos viveiros obriga a
repeticdo do processo até a limpeza total das mudas. E necessario planejamento
global, prevendo as necessidades futuras, preparando os viveiros com anos de
antecedéncia, levando em consideracao fatores como: em média 50% das gemas
tratadas n&o germinam, com um hectare de viveiro tratado termicamente s&o
necessarias 20 a 30 toneladas de mudas, os canaviais comerciais devem ser
instalados a partir de viveiro secundario ou socas de viveiros primarios (TOKESHI;
RAGO, 2005).

Devido ao residual de bactérias que causam o raquitismo em cana apdés o
tratamento térmico e a alta infectividade do caldo de colmos doentes, a doenca
apresentara uma rapida evolugdo para areas vizinhas (evolugdo temporal). Os
programas de melhoramento genético de cana-de-agucar estdo, se nao envolvidos,
pelo menos preocupados com a execugao de atividade de rotina para a obtencéo
de variedades resistentes ou tolerantes ao RSD (GIGLIOTI, 1997), visando
encontrar variedades com a capacidade de limitar a frequéncia de infeccbes, a
intensidade da colonizagdo de seus tecidos por L. xyli subsp. xyli e as perdas

decorrentes deste ataque.

2.3 RESISTENCIA DA CANA-DE-AGUCAR AO RAQUITISMO

A resisténcia varietal e o tratamento térmico ndo sdo suficientes para
combater o raquitismo-da-soqueira, persistindo residuo de bactérias ativas dentro
dos colmos tratados. Devido a presenga desse residual e a alta infectividade do
caldo de colmos doentes havera uma rapida evolugdo da doencga para areas

vizinhas ou dentro do talhdo, para as soqueiras subsequentes. Assim a unica forma
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que resta de controle da doenca € o uso de variedades resistentes com capacidade
de limitar a frequéncia de infecgdes, intensidade de colonizacdo dos tecidos e
perdas ocasionadas pelo ataque da bactéria (HARRISON; DAVIS, 1988).

Gillaspie Jr., Davis e Worley (1973) na tentativa de desenvolver um método
de identificacdo de variedades resistentes com base na densidade populacional da
bactéria do RSD, estimaram a quantidade de células bacterianas em suco extraido
de colmos de quatro variedades através de moagem dos colmos com seis meses de
idade e a contagem de talos bacterianos no suco obtido com auxilio de microscépio
de contraste de fase. Eles concluiram que a parte basal dos colmos continha mais
bactéria, que as amostras poderiam ser conservadas em baixas temperaturas até
duas semanas, e que a observacdo nao necessita ser imediatamente apds a
extragdo. Encontraram também que o numero de bactérias nao foi igual nas
diferentes variedades e entre as plantas do mesmo cultivar, sendo que canas que
apresentavam sintomas tipicos da doencga continham mais bactérias do que aquelas

que nao apresentavam sintomas.

Conceitos de Tolerancia e Resisténcia:

Os termos toleréncia e resisténcia sdo empregados por pesquisadores,
técnicos e produtores para classificar a reacdo das variedades em resposta a
infeccdo por patdégenos, esses termos sao empregados como forma equivalente e
até mesmo como sindnimos. Em fitopatologia ha diferencas importantes para os
conceitos de tolerancia e resisténcia.

Segundo Caldwell et al. (1958) tolerancia “é a capacidade das plantas
suportarem a doenca sem perdas severas em produtividade ou qualidade”. A partir
dessa definicdo outras foram sendo formadas como a de Camargo (1995), onde
refere-se a tolerancia como capacidade inerente ou adquirida de uma planta em
suportar a infecgdo por patdégeno (fungo, virus, nematdides, bactérias etc) sem que
ocorram danos significativos em sua producdo. Agrios (2005) define como a
habilidade das plantas produzirem uma boa colheita, mesmo quando infectadas por
um patogeno. Ribeiro do Vale, Parlevliet e Zambolim (2004) definem tolerancia como
a habilidade de uma cultivar, em relagao a outra, com mesmo potencial produtivo, de
ser menos afetada na produgcdo com a mesma intensidade (incidéncia ou
severidade) de doenga. Cabe esclarecer que incidéncia é uma medida de

intensidade de doenga normalmente quantificada pela porcentagem de plantas
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doentes numa area. A severidade € outra forma de medir intensidade de doencga,
porém, com base na porcentagem de tecido vegetal afetado pelo agente causal
(patdégeno).

Os conceitos apresentados anteriormente enfatizam que a produgdo ou
rendimento e a intensidade de doencga s&o as variaveis mais importantes a serem
avaliadas quando se deseja quantificar a tolerancia. Tolerancia envolve algum grau
de compensacgao do dano causado pela doenga. As plantas podem tolerar infecgéo
pelo patdgeno de diferentes maneiras, principalmente, com o aumento de atividades
ou processos como: a concentracdo de clorofila das folhas; tamanho de folhas
novas; numero de novos ramos; periodo em que folhas infectadas permanecem
aderidas a planta e a captagdo de nutrientes - processos esses envolvidos
diretamente na producdo. Plantas tolerantes produzem mais que plantas nao
tolerantes ou menos tolerantes, sob a mesma intensidade de doencga. Entretanto,
embora as plantas tolerantes possam apresentar bons rendimentos quando doentes,
maiores producdes sado alcangadas quando as plantas estdo sadias (AGRIOS,
2005).

Assim, quando se emprega o termo tolerancia é necessario considerar o
potencial produtivo das plantas, a intensidade de doenga e a quantidade produzida.
Plantas tolerantes sédo afetadas pelo patégeno, mas, geralmente o dano € menor do
que o constatado em plantas ndo tolerantes. Contudo, ainda n&o se conhece
exatamente como o processo de tolerancia € determinado. A genética da tolerancia
as doengas ainda nao esta devidamente compreendida (AGRIOS, 2005) e isso
dificulta o desenvolvimento de cultivares tolerantes.

Quanto a resisténcia, os efeitos qualitativos ou quantitativos podem ter,
respectivamente, heranga do tipo mono ou oligogénica (um ou poucos genes
envolvidos) ou poligénica (varios genes expressando o carater). Outro fundamento
generalizado é que a expressdo génica para qualquer carater, inclusive o de
resisténcia a agentes bidticos, pode ser por acao intra-alélica (recessiva, dominante
ou semidominante) ou inter-alélica (completamentar, aditiva ou epistatica). Segundo
Fry (1982), resisténcia € a caracteristica de uma planta que restringe o
desenvolvimento do patégeno e da doenga. Strange (2003) define como o retardo da
infeccdo e crescimento do patégeno nos tecidos do hospedeiro e Parlevliet (1997)

conceitua resisténcia como a habilidade da planta em suprimir, retardar ou prevenir
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a entrada ou a subsequente atividade do patdgeno (crescimento e desenvolvimento)
em seus tecidos.

Conforme as definicbes anteriormente citadas observa-se que ndo ha mencgao
sobre os efeitos da resisténcia sobre a produgdo da planta. Dois processos
determinam a resisténcia da cultivar na maioria dos fitopatégenos: a resisténcia do
tipo ndo—hospedeira e a resisténcia verdadeira, onde a primeira refere-se que a
resisténcia a certos patdégenos se deve ao fato da espécie da planta pertencer a um
grupo taxondmico que é naturalmente imune ao patégeno e o segundo tipo refere-
se ao fato da planta possuir genes para resisténcia contra o patogeno (AGRIOS,
2005). A resisténcia verdadeira é geneticamente controlada pela presenga de um,
poucos ou muitos genes para resisténcia, portanto € caracteristica herdavel. Com
isso, 0 hospedeiro e o patégeno podem ser incompativeis em maior ou menor grau,
seja devido a falta de reconhecimento quimico entre os dois, ou seja porque a planta
hospedeira se defende da infecgdo causada pelo patdgeno (AGRIOS, 2005).

Segundo Vanderplank (1968), ha dois tipos conhecidos de resisténcia:
resisténcia especifica ou vertical e resisténcia geral ou horizontal. A Resisténcia
especifica ou vertical € somente contra alguns biotipos de espécies de pragas ou de
patdgenos; sendo governada por um ou poucos genes, conferem grande resisténcia
especifica, porém é de pouca estabilidade e pode se facilmente incorporada em
novas cultivares pela adogao dos retrocruzamentos dirigidos. Resisténcia geral ou
horizontal que € expressa igualmente contra todos os biotipos de espécie de pragas
ou patogenos. Apresenta maior estabilidade por ser controlada por inumeros genes,
dessa forma encontra-se maior dificuldade para sua incorporacdo nas futuras
cultivares.

Teoria gene-a-gene de Flor

Flor foi o primeiro cientista a determinar uma interacdo entre planta e
patdgeno. Segundo a hipotese de Flor, ‘para cada gene que condiciona uma reagéao
de resisténcia no hospedeiro existe um gene complementar no patégeno que
condiciona a aviruléncia’. De acordo com o conhecimento atual da interagdo gene a
gene, o alelo de aviruléncia (V) codifica uma molécula elicitora que é reconhecido
por um receptor especifico (codificado pelo alelo R) na planta hospedeira. O
reconhecimento da molécula elicitora inicia uma rota de transdugéo de sinais que
ativam genes envolvidos na resposta de hipersensibilidade. Por outro lado, se o

patdgeno ndo possuir o gene de aviruléncia, este ndo sera reconhecido pelo
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hospedeiro, resultando em interacdo compativel (suscetibilidade). A resisténcia so
ocorre quando o hospedeiro possui o gene de resisténcia (R) e o patdbgeno o gene
de aviruléncia (V) correspondente. Qualquer outra situagdo resulta em
susceptibilidade (FLOR, 1942).

Quando diferentes isolados de um patégeno sao inoculados em diferentes
individuos de um hospedeiro, pode ou ndo ocorrer uma interagdo significativa. Na
auséncia de interagcado, a resisténcia é do tipo horizontal, e os isolados diferem
quanto a agressividade. Entretanto, se ocorrer interacao diferencial, a resisténcia é
vertical, e os patdégenos diferem quanto a viruléncia. A presenca de interag&o indica
que ha especializagdo do patdégeno em nivel intra-especifico do hospedeiro e,
portanto, os isolados sao classificados em ragas, de acordo com seus espectros de
viruléncia diante de uma série de hospedeiros diferenciais, conforme Camargo e
Bergamin Filho (1995).

2.4 CONTROLE BIOLOGICO

O controle biolégico de doengas de plantas iniciou-se como ciéncia em 1926,
quando B.B. Sanford publicou um trabalho sobre fatores que afetavam a
patogenicidade de Streptomyces scabies, agente causal da sarna comum da batata.
Em 1931, Sanford e W.C. Broadfoot empregaram pela primeira vez o termo “controle
bioldgico”, em um artigo sobre o mal-do-pé do trigo, causado por Gaeumannomyces
graminis var. tritici.

A definicdo de controle biolégico de doengas de plantas inclui “a redugédo da
densidade de indculo ou das atividades determinantes da doencga, através de um ou
mais organismos”. Nesta definicdo, as atividades determinantes da doenca
envolvem crescimento, infectividade, agressividade, viruléncia e outras qualidades
do patdégeno ou processos que determinam infecgdo, desenvolvimento dos sintomas
e reprodugdo. Os organismos incluem individuos ou populagdes avirulentas ou
hipovirulentas dentro das espécies patogénicas e antagonistas dos patdégenos. O
termo antagonista € empregado para designar agentes bioldégicos com potencial
para interferir nos processos vitais dos fitopatégenos, estando estas ragas ou
espécies adaptadas ecologicamente ao mesmo tecido das plantas que os ocupados

pelos patdégenos, mas sendo apatogénicas as mesmas, enquanto que o termo
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"formas de antagonismo" designa os mecanismos pelos quais os antagonistas agem
sobre os patogenos (BETTIOL; GHINI, 1995).

O controle biolégico de pragas e doencgas de plantas pelo uso de bactérias
endofiticas pode ser uma promissora linha de pesquisa, tendo em vista sua
capacidade de habitar o interior da planta, sem incitar sintomas visiveis de doenca
aparentes, competindo ainda, pelos mesmos sitios de colonizagdo com o patogeno.
Ademais, a colonizagdo por endodfitas pode induzir resisténcia, acionar os
mecanismos de resisténcias do hospedeiro, produzir bacteriocinas danosas ao
patégeno (antibiose), isto torna a aplicagcdo de endofitos como agentes de
biocontrole extremamente vantajosa (OLIVARES; REIS; FACANHA, 2000).

A perspectiva do biocontrole do RSD por bactérias endofiticas,
presumivelmente possibilita extender os efeitos benéficos do tratamento térmico e
da cultura de meristema por um maior numero de ciclos da cultura. O que resultaria
em maior produtividade e menor custo para os produtores, justificando assim, o
investimento em mudas sadias. Ademais, a possibilidade do uso das enddfitas como
forma de controle do RSD, possibilitara que variedades com baixa resisténcia a
doenga, mas com grande potencial produtivo, sejam aproveitadas pelos programas
de melhoramento e produtores.

Na cultura da cana-de-agucar, ja foram descritas sete espécies de bactérias
endofiticas, colonizando raizes, colmos e folhas (BALDANI et al.,1997). Todas s&o
bactérias capazes de fixar nitrogénio do ar (diazotréficas) e algumas colonizam o
interior dos vasos do xilema da planta, podendo ocupar provavelmente um mesmo
“nicho” que bactérias fitopatogénicas, como € o caso de L. xyli subsp. xyli
(OLIVARES; REIS; FACANHA, 2000).

Para evidenciar o potencial da inoculagdo com H. seropedicae trabalhos como
de Olivares, Reis e Fagcanha (2000), em plantas micropropagadas de cana-de-
acgucar, demonstraram o efeito de promog¢do do crescimento pela inoculacdo de
estirpes selecionadas de H. seropedicae, com incrementos na biomassa radicular
entre 50 e 350% em relagédo ao controle nao inoculado. Também em cana-de-agucar
e de acordo com o autor, Marques Jr. et al. (2008) avaliando o efeito do uso de
acidos humicos e Herbaspirilum seropedice em cana-de-agucar encontraram
promogao significativa do crescimento radicular de toletes tratados termicamente,
ocasionando incremento de massa ao redor de 120% e com estimulo médio na

ordem de 60% no comprimento radicular das plantulas em relagdo as plantas-
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controle. Canuto et al. (2003), com o objetivo de avaliar a contribuicdo da fixagcao
bioldgica de nitrogénio (FBN) por diferentes estirpes de H. seropedicae inoculadas
em plantas de cana-de-agucar originadas de semente, cultivadas em solo nao estéril
e mantidas ao ar livre, encontraram maiores contribuicdes da FBN com a inoculacéo.
Esses resultados fortalecem a importancia da continuacdo do estudo da eficiéncia
de H. seropedicae no rendimento da cultura e no controle da bactéria em cana soca,
pois, a tendéncia € que a concentragado do patdgeno nas plantas na préxima safra
esteja maior (DAVIS; DEAN; HARRISON, 1988). Bactérias endofiticas possuem, da
mesma forma que os fitopatdgenos, a capacidade de penetrar na planta e colonizar
sistematicamente o hospedeiro podendo habitar o apoplasto, vasos condutores e
ocasionalmente o meio intra celular (KLOEPER, 1978). E concebivel que dentro das
plantas existe interagdes entre comunidades microbianas, as interagbes microbianas
incluem a competigdo por nutriente, antagonismo causado por antibiéticos,
sideroforos e bacteriocinas. A promogdo do crescimento vegetal se da
principalmente pela producdo de fitormbmios como as auxinas, citocininas,
giberelinas, acido abscicico e etileno pelas bactérias endofiticas. A produgéo desses
fitormbnios ja foi relatada em bactérias como Gluconoacetobacter, Azospirillum,
Herbaspirillum, Erwinia, Pantoea e Pseudomonas (KUKLINSKY-SOBRAL, 2004). O
acido indol acético é uma auxina importante de ocorréncia natural que possui efeitos
fisiolégicos na planta, como aumento do crescimento apical.

Segundo Harrison e Davis (1988) os vasos do xilema sao o habitat natural de
L. xyli. subsp. xyli, sendo que internddios basais o local de maior concentragéo de L.
xyli subsp. xyli principalmente no estagio fisiolégico de maturagdo. A dindmica
populacional de L. xyli subsp. xyli facilita a disseminagao na colheita. Entretanto, a
dindmica populacional das bactérias endofiticas e do patégeno sdo diferentes,
enquanto o patégeno aumenta a populacdo com a maturacdo ha uma tendéncia
natural das bactérias endofiticas diminuirem (COSTA; RUSCHEL, 1981). Este
comportamento associado as caracteristicas da cultura da cana-de-agucar (aumento
do teor de sacarose associado ao periodo de colheita) promove a colonizagdo dos
vasos do xilema por L. xyli subsp. xyli no final do ciclo, o que facilita a disseminagéao
do raquitismo da soqueira durante a colheita. Devido a esse fato Carneiro Jr. (2006),
acredita que mecanismos devem ser criados na colheita ou pds-colheita para que a
populagcdo das bactérias endofiticas seja re-estabelecida, ja que encontraram-se

baixa a populagédo no periodo de colheita.
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O controle biolégico pode se constituir em importante medida de controle,
Carneiro Jr., Silveira e Ponte (2006), avaliou o efeito de bactérias endofiticas na
sanidade e vigor de mudas micropropagadas de cana-de-agucar e inoculadas com
Leifsonia xyli subsp xyli e os resultados de cana planta mostraram que nos
tratamentos combinados de endofitas/patdogeno ocorreu uma indugcéo de tolerancia
ao raquitismo, pois se detectou reagbes soropositivas ao patégeno e melhoria no

rendimento agronémico.

2.4.1 Bactérias diazotroficas

As bactérias diazotroficas associadas a cultura da cana-de-agucar sao:
Beijerinckia  fluminensis, Azospirillum  lipofereum, Azospirillum  brasilense,
Azospirillum amazonense, Herbaspirillum seropedicae (Baldani et al., 1986),
Gluconacetobacter  diazotrophicus (CAVALCANTE; DOBEREINER, 1988),
Herbaspirillum rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1986), Burkholderia tropica (REIS
et al., 2004), Burkholderia unamae, Burkholderia silvatlantica, Erwinia, Azotobacter,
Derxia e Enterobacter (PURCHASE,1980). O uso de rizobactérias € muitas vezes
um fator impactante para a produgdo agricola, devido a sua influéncia na produgéo e
supressao a doencas, isolados de bactérias endo e ectofiticos podem contribuir para
o crescimento e desenvolvimento de mudas de plantas (GRACIOLLI; FREITAS;
RUSCHEL, 1983; GOMES; REIS; BALDANI, 2005).

Bactérias promotoras de crescimento vegetal sdo benéficas as plantas e
possuem capacidade de colonizar as raizes e outros tecidos internos do vegetal,
sem causar sintomas de doencas. Este estimulo ao crescimento se da através de
diferentes mecanismos, tais como a fixag&o bioldgica de nitrogénio e a produgéo de
horménios de crescimento como auxinas e geberilinas, que favorecem o
crescimento vegetal principalmente das raizes e que atuam na maior absorg¢do de
nutrientes e agua (LIN et al., 1983). Elas também podem agir no crescimento vegetal
de forma indireta, protegendo a planta de fungos patogénicos do solo ou de
bactérias patogénicas através de varios mecanismos como a produgdo de
sideroforos, antibiose, chitinases e glucanases que podem lisar células bacterianas
(WHIPPS, 1997).
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As bactérias diazotroficas associadas a plantas ndo leguminosas podem ser
agrupadas em trés categorias: microrganismos rizosféricos, endofiticos facultativos e
endofiticos obrigatérios (BALDANI et al., 1997). Na primeira categoria estédo
agrupadas as espécies que colonizam a porg¢ao superficial das raizes. Na segunda
categoria estdo aquelas capazes de colonizar tanto internamente quanto
externamente as raizes, enquanto que no terceiro grupo, tido como de maior
importancia, estdo as bactérias que colonizam o interior de raizes e porgdes aéreas
das plantas. Segundo Kloepper et al. (1992), o termo endofitico refere-se as
bactérias presentes dentro dos tecidos internos da epiderme. A vantagem dos
microrganismos endofiticos esta no potencial para fixar nitrogénio em niveis
maximos, pois estes estdo situados em nichos mais protegidos do oxigénio e de
outros fatores inibitérios, tal como a competicao microbiana.

Alguns resultados positivos foram obtidos no controle de patégenos de solo
com o uso de bactérias endofiticas. O fato das bactérias endofiticas colonizarem o
interior da planta, competindo pelos mesmos sitios de colonizagédo do patégeno, sem
incitar sintomas aparentes, aliado ao menor impacto de flutuagbes abidticas no
interior da planta, torna a aplicagdo de enddéfitos como agentes de biocontrole
potencialmente vantajosa comparada a utilizagdo de microrganismos rizosféricos
(OLIVARES, 2000).

A estreita relagado entre microrganismos endofiticos e seus hospedeiros faz
com que sejam candidatos naturais a serem usados como agentes de controle de
doencgas. Por ocuparem um nicho ecoldgico semelhante aqueles ocupados por
patdgenos, os microrganismos endofiticos apresentam potencial para o controle
biolégico (HALLMANN et al., 1997). Este controle pode ser resultante de diversos
mecanismos, como competicdo por espago e nutrientes na planta hospedeira,
producado de compostos antimicrobianos (STROBEL, 2003) e indugéo de resisténcia
sistémica.

A grande vantagem que os endofitas tém em colonizar as plantas € que os
tecidos internos proporcionam um ambiente protegido das adversidades do meio,
tais como raio ultravioleta, chuvas e flutuagdes de temperatura, bem como maior
disponibilidade de nutrientes, evitando assim competicio com outros
microrganismos, como a microflora rizosférica (MCINROY; KLOEPPER, 1995).
Logo, endofitismo pode ser visto como uma forma de sobrevivéncia destes

microrganismos.
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Na década de 50, a microbiologista Johana Ddbereiner e sua equipe
pesquisaram bactéria endofiticas fixadoras de nitrogénio para a cultura da cana-de-
acgucar, bactérias diazotréficas da cana-de-agucar como Erwinia sp, Azotobacter sp,
Derxia sp, Azospirillum sp, Enterobacter sp e bactérias anaerobicas como
Clostridium sp e Klebsiella spp (PURCHASE, 1980; GRACIOLLI; FREITAS;
RUSCHEL, 1983) foram encontradas. Verificou-se ainda que um grande numero de
bactérias fixadoras de nitrogénio colonizava naturalmente o interior de tecidos de
plantas de cana-de-agucar, sendo designadas de bactérias diazotroficas endofiticas
(DOBEREINER, 1992).

2.4.1.1 Género Azospirillum

Azospirillum spp. fazem parte do grupo de bactérias Gram negativas, curvas,
moveis e de varias origens geograficas e foi descrita como bactérias diazotréficas

associadas a raizes de gramineas. A temperatura 6tima de crescimento varia entre

28 e 41 0C, dependendo da espécie (ECKERT et al., 2001). As bactérias do género
Azospirillum sao microrganismos capazes de crescer utilizando nitrogénio
atmosférico como fonte unica de nitrogénio (diazotréficos), aerdbios, que se
associam com raizes de diversas plantas de importancia agricola como o milho,
trigo, sorgo e arroz (DOBEREINER; DAY, 1976: ECKERT et al., 2001). Algumas
estirpes podem colonizar ndo sé a rizosfera mas também o interior de raizes. Estas
bactérias ja foram isoladas de raizes de mais de 100 espécies de plantas, podendo
também ser aplicadas com sucesso a raizes de plantas que nao apresentam
histérico de colonizagdo com Azospirillum. Bactérias deste género s&o classificadas
como colonizadores de raizes de ampla faixa hospedeira (BASHAN; HOLGUIN; DE-
BASHAN, 2004).

O género Azospirillum pertence a subdivisdo a das Proteobactérias (YOUNG,
1992) e comporta oito espécies: Azospirillum brasilense, lipoferum (TARRAND;
KRIOG; DOBEREINER, 1978), halopraeferans (REINHOLD et al., 1987),
amazonense (MAGALHAES et al., 1983), irakense (KHAMMAS et al., 1989),
largimobile, doebereinerae (ECKERT et al., 2001) e oryzae (XIE; YOKOTA, 2005),
dentre estas espécies, a mais estudada € A. brasilense.



26

As fontes de carbono preferencialmente utilizadas por Azospirillum spp. sao
acidos organicos como malato, lactato, succinato e piruvato. Carboidratos como D-
frutose e D-glucose podem ser utilizados por algumas espécies (DOBEREINER;
PEDROSA, 1987). O metabolismo de nitrogénio é bastante versatil, podendo ser
utilizados como fonte de nitrogénio: amonio, nitrato, nitrito, aminoacidos e nitrogénio
atmosférico (DOBEREINER; PEDROSA, 1987). Todas as espécies de Azospirillum
sao diazotroficas, quando cultivadas em meio semi-sélido isento de nitrogénio fixado
formam uma pelicula de crescimento caracteristica (DOBEREINER; DAY, 1976).
Esta pelicula é formada por células que se deslocam para regides do meio onde a
concentragdo de oxigénio € compativel com a sintese e atividade da nitrogenase
(DOBEREINER; DAY, 1976).

Bactérias do género Azospirillum colonizam a rizosfera de gramineas,
apresentando propriedades como quimiotaxia, aerotaxia, acumulacdo de
substéncias de reserva (como polihidroxibutirato), produ¢cdo de promotores de
crescimento vegetal, fixagdo de nitrogénio atmosférico e formacado de cistos
Estudos tém demonstrado que a inoculagdo com Azospirillum spp. incrementa o
rendimento de cereais no campo em mais de 30%, e rendimentos ainda maiores
foram obtidos em condicbes de camara de crescimento (OKON;
LABANDERAGONZALEZ, 1994). Uma melhor compreensdo da interagao
Azospirillum planta poderia melhorar a eficacia de inoculantes que utilizam este
microrganismo e permitir sua aplicagdo em larga escala no campo (DOBBELAERE
et al., 2001). A fixagdo biolégica de nitrogénio por bactérias diazotréficas em
leguminosas € evidenciada pela formagéo de nédulos.

Um aumento significativo no rendimento da producdo de graos é observado
com a inoculacao de Azospirillum spp., juntamente com um aumento no conteudo de
fésforo, potassio e de nitrogénio total das plantas (BASHAN; HOLGUIN; DE-
BASHAN, 2004). O aumento na producédo e crescimento apos a inoculagdo com
estirpes de Azospirillum spp. tem sido atribuido principalmente a um efeito geral no
crescimento das raizes € uma consequente melhora na capacidade de assimilagéao
de nutrientes pela planta. A teoria mais aceita é de que o efeito benéfico da
associagao com Azospirillum ocorra devido a uma soma de multiplos mecanismos
(BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004). As bactérias do género Azospirillum
podem produzir varios fitorménios (tais como giberilinas, acido indolacético e etileno)

e fixam nitrogénio em associagdo com plantas, porém a transferéncia de nitrogénio
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fixado para a planta associada parece ser limitada e nem sempre é detectada
(BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004). Becker et al. (2002) demonstraram que
plantas de tomate, crescidas em meio livre de nitrogénio fixado, e inoculadas com A.
brasilense sado capazes de induzir a expressdo de um gene envolvido no transporte
de amébnio no tomateiro. Este resultado ndo foi observado quando o mesmo
experimento foi conduzido com uma estirpe de A. brasilense incapaz de fixar
nitrogénio, sugerindo que o amoénio produzido pela bactéria pode ser sensoriado e,
possivelmente, utilizado pela planta associada como fonte de nitrogénio.

O mecanismo exato da interagao planta-Azospirillum spp. ndo é conhecido.
Acredita-se que a adesao do A. brasilense a rizosfera ocorra em duas etapas
distintas: uma etapa inicial reversivel mediada pelo flagelo polar, seguida de uma
etapa irreversivel de aderéncia mediada por polissacarideos secretados pela
bactéria (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000; BASHAN; HOLGUIN; DE-
BASHAN, 2004).

2.4.1.2 Género Herbaspirillum

O género Herbaspirillum foi descoberto durante um levantamento realizado no
estado do Rio de Janeiro sobre a ocorréncia de novas espécies bacterianas
presentes na rizosfera e no interior das raizes de cereais. Baldani (1984) obteve
isolados que, apesar de serem menores e menos moveis, assemelhavam-se com as
espécies anteriormente redescobertas e descritas do género Azospirillum
(DOBEREINER; DAY, 1975). Tendo como base algumas caracteristicas fisiolégicas,
de crescimento em meio semi-sélido (NFb malato), do conteudo de guanina e
citosina (G+C) da sequéncia de DNA e de ensaios de hibridizacdo DNA-RNA
ribossomal, os novos isolados indicaram um possivel parentesco com os géneros
Azospirillum e Aquaspirillum; proposta que chegou a ser feita por Baldani et al.
(1984). No entanto, tal hipotese foi posteriormente descartada pelos resultados
obtidos através dos experimentos de hibridizacdo RNA-RNA realizados por Falk et
al. (1986), que mostraram baixos niveis de complementaridade de RNA (menos que
25 %) quando 2 isolados foram comparados com 3 espécies do género Azospirillum.
Deste modo, foram propostos o género Herbaspirillum (do latim herba: planta

herbacea portadora de sementes; spirillum: pequena espiral) e a espécie
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Herbaspirilum seropedicae; sendo que o segundo nome se refere a cidade de
Seropédica (RJ), Brasil, local onde a bactéria foi inicialmente isolada (BALDANI et
al., 1986).

O Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria gram-negativa, com forma
geralmente vibridide e algumas vezes helicoidal. A célula possui diametro de 0,6 a
0,7 ym e comprimento que pode variar de 1,5 — 5 ym dependendo do meio no qual é
cultivada. Pode apresentar de 1 a 3 flagelos em um dos pdlos, ou 1 flagelo em
ambos os polos e possui grande mobilidade em ambientes ricos em oxigénio. E

positiva para catalase, oxidase e urease. Cresce bem com N2 como unica fonte de

nitrogénio e tolera ampla faixa de pH (5,3 — 8,0), com temperatura de 35 °C.
Coloniza os espacgos intercelulares das células do cértex das raizes. No tecido
vascular coloniza os meatos celulares e o interior das células do parénquima
vascular, invadindo o xilema e provavelmente, translocando-se via fluxo
transpiratorio. A populagdo no interior da planta é estimada em torno de 10* células
g-'(OLIVARES et al., 1996).

Possui capacidade de oxidar diversas fontes de carbono e fixa nitrogénio
atmosférico em ambientes microaerofilos (BALDANI et al, 1986). Difere das
espécies do género Azospirillum pelo seu menor tamanho, por apresentar mais de 1
flagelo, pela maior tolerancia ao pH (5,3 a 8,0) e pela atividade nitrogenase mais

tolerante ao oxigénio (pO2 de até 3% contra 2% das espécies de Azospirillum), e por

ter um conteudo de G+C inferior em comparagdo com as bactérias do género
Azospirillum (BALDANI et al., 1986).

A modificagdo dos componentes do meio semi-solido NFb em relagdo ao pH,
presenca de vitaminas e a concentracao de fosfatos, facilitou o isolamento do
Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1992). Com base na homologia de
rRNA, caracteristica atual vigente para classificagdo dos microrganismos, o
Herbaspirillum seropedicae é classificado como membro pertencente a subdivisdo 3
das Proteobactérias (YOUNG, 1992).

Trabalhos realizados como o de Baldani et al. (1997) cita que Herbaspirillum
seropedicae coloniza os vasos do xilema em pequenas densidades de células, por
isso, dificilmente causam sintomas, enquanto, Herbaspirillum rubrisubalbicans
colonizam os vasos em altas concentragdes, isto em variedades suscetiveis

causando estria mosqueada (OLIVARES, 1997). Reis (2000) relatou que ha uma
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reducao da populagéo de Gd no final do ciclo da cultura, a partir dos 15 meses, nao
sendo observado o mesmo para Herbaspirillum seropedicae e Herbaspirillum
rubrisubalbicans. Ja Costa & Ruschel (1981), estudando a flutuagado populacional de
microrganismos em cana-de-agucar observou que ha uma influéncia direta da época

do ano e do estado fisiolégico da cultura na populagao de bactérias diazotroficas.
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RESUMO

O raquitismo das soqueiras (Runtint Stunting Disease - RSD) da cana-de-agucar,
causado pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli & considerada uma das doencgas
mais importantes da cultura podendo causar prejuizos superiores a 30% na
produtividade. O RSD é uma das doencas bacterianas mais dificel de ser controlada,
existe pouca informagao disponivel sobre a resisténcia dos gendtipos e as medidas
fitossanitarias para o controle sao pouco eficazes. O objetivo do trabalho foi avaliar a
reacao de genotipos de cana-de-agucar ao RSD. O ensaio foi conduzido na Estagao
Experimental de Paranavai, no periodo de 2007 a 2009. Os gendtipos avaliados
foram: RB965902, RB966928, RB946903, RB956911, RB72454, RB835054,
RB925345, RB925211, RB976933, RB975932, RB965518, RB845210, RB965517,
RB946016, RB937570, RB965602, RB935744, RB986419, RB965911 e RB935621.
O delineamento utilizado foi de parcela subdividida, com duas repeticoes, os dados
resultantes foram submetidos a analise de variancia (p<0,05). E as médias
comparadas pelo teste de Scott knott a 5%. Foram realizadas as avaliagbes de:
massa (M1C), numero de colmos por metro (NCM) e estatura de colmos, toneladas
de cana por hectare (TCH) para cada gendtipo e a deteccdo do patégeno foi
realizada pelo método Dot blot. Em cana planta e cana soca nao foram encontradas
diferengas significativas entre os tratamentos controle e inoculado, verificou-se
diferengcas somente entre os genoétipos para as variaveis: TCH em cana planta e
estatura, POL cana e teor de fibra em cana soca. Houve variagdo quanto aos niveis
de infecgdo por Leifsonia xyli subsp. xyli nas amostras dos gendtipos dignosticadas
positivas pelo teste de Dot blot. Na classificagdo sugerida para os gendétipos quanto
a reacao ao raquitismo utilizando-se os niveis de infec¢ao,por Leifsnia xyli subsp.
xyli, os gendtipos RB965518, RB965517, RB72454 e RB975932 como imunes, 0s
gendtipos RB946016, RB935744, RB956911, RB966928, RB845210, RB965902,
RB925211, RB965911, RB965602, RB835054, RB925345, RB946903 e RB976933
foram classificados como resistentes e os gendtipos RB937570, RB935621 e
RB986419 como suscetiveis ao raquitismo das soqueiras. Sugere-se que a
classificagdo aqui obtida possa ser util e considerada nas condicbes em que o
experimento foi realizado.

Palavras-chave: Saccharum sp., Leifsonia xyli subsp. xyli, resisténcia.
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ABSTRACT

The Ratoon Stunting Disease (RSD), caused for the Leifsonia xyli subsp. xyli
(Lxx) bacterium, is considered one of the disease most important of the culture
causing damages superior to 30% in productivity. The RSD is one of the most dificel
bacterial diseases to be controlled, there is little information available about the
resistance of the genotypes and measures to phytosanitary control are ineffective.
The objective was to evaluate the reaction of genotypes of sugarcane to Ratoon
Stunting Disease. The test was conducted at the Experimental Station Paranavai in
the period 2007 to 2009. The genotypes were: RB965902, RB966928, RB946903,
RB956911, RB72454, RB835054, RB925345, RB925211, RB976933, RB975932,
RB965518, RB845210, RB965517, RB946016, RB937570, RB965602, RB935744,
RB986419, RB965911 and RB935621. The design was a split plot with two
replications, the resulting data were subjected to analysis of variance (p < 0.05)
using the Software SISVAR 5.3 and the averages compared by the Scott Knott test
at 5%. Evaluations were made of: mass (M1C), number (MCN) and height of culms,
tons of cane per hectare (TCH) for each genotype and pathogen detection was
performed by Dot blot. In plant cane and ratoon cane no significant differences were
found for any of the variables. There was variation in the levels of infection Leifsonia
xyli subsp. xyli in samples of genotypes dignostic positive by dot blot test. The
ranking of genotypes for tolerance using the variables of TCH, M1C and NCM
coincided only for genotypes RB72454, RB835054, RB935744, RB965517,
RB965902, RB966928 RB976933 and where they were classified as tolerant,
RB935744, RB965902, RB966928 and RB976933 and genotypes RB72454,
RB835054 and RB965517 were classified as susceptible to attack by Lxx. It is
thought premature to nominate the genotypes evaluated by comparing them in
different classes of tolerance to the disease, since many of them may not have
expressed their productive potential because they are not recommended in
production environments. And that the classification obtained here can be
considered useful and the conditions under which the experiment was conducted.

Key-words: Saccharum sp, Ratoon Stunting Disease, tolerance.
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1 INTRODUGAO

Ha diversos fatores que afetam a produtividade da cana-de-agucar, entre eles
estdo a deficiéncia hidrica, o cultivo de variedades em ambientes desfavoraveis e a
ocorréncia de pragas e doengas. Dentre as doengas, destaca-se o raquitismo das
soqueiras, também conhecido como RSD (“Ratoon Stunting Disease”), causado pela
bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli (DAVIS; PURCEL; THOMSON, 1980; DAVIS;
GILLASPIE Jr.; VIDAVER, 1984; EVTUSHENKO et al, 2000), classificagdo
confirmada por Young et al., (2006). Esta doengca é considerada uma das mais
importantes da cultura podendo causar prejuizos superiores a 30% (JAMES, 1996).
E encontrada na maioria das areas cultivadas com cana-de-aclcar, caracteriza-se
por sobreviver nos colmos de cana-de-agucar e nas touceiras, de um ciclo para outro
da cultura. A L. xyli subsp. xyli consegue colonizar outros hospedeiros como milho,
sorgo e outras espécies de gramineas, no entanto esta colonizagao so6 foi observada
mediante inoculagao artificial (TEAKLE, 1989; MATSUOKA, 1972).

Nas variedades mais suscetiveis pode observar-se internamente, na base de
colmos maduros, vasos com a coloragao variando de alaranjado-claro a vermelho-
escuro, podendo-se observar “virgulas” e tragos ou pontos nas partes mais
profundas do colmo (STEINDL, 1961). A auséncia de sintomas internos n&o indica
sanidade do material, esses sintomas s6 podem ser observados em variedades
suscetiveis (TOKESHI; RAGO, 2005) e os sintomas externos podem ser confundidos
por varios fatores, incluindo praticas culturais, estresse hidrico e deficiéncia
nutricional (GILLASPIE; TEAKLE, 1989). A falta de sintomas caracteristicos e
especificos foi o principal motivo para a disseminac&o de L. xyli subsp. xyli em todas
as regides canavieiras do mundo (CARDOSO, 1986) e pelo mesmo motivo, a
diagnose da doenga s pode ser feita por métodos de deteccdo do patdgeno
(SANGUINO, 1998).

O método classico recomendado na tentativa de controle da doenca é o
tratamento térmico do material propagativo (CARNEIRO Jr. et al., 2004), porém sem
erradicar o patdégeno, apenas diminui o numero de células bacterianas viaveis
(GILLASPIE; TEAKLE, 1989). A resisténcia genética de cultivares a doenca
constitui-se na medida mais desejada. Croft (2002) relatou que a resisténcia nao é

um meétodo preliminar de controle da doenga e sim uma forma de evitar que a
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doenca se espalhe para novos cultivares e amplie a quantidade de in6culo inicial
(Xo) nos subsequentes anos de cultivo. Deve ser utilizada por produtores que ja
estdo sofrendo prejuizos com a doenga, € um método simples e relativamente
barato. Na cultura da cana-de-agucar nao ha gendtipos conhecidamente resistentes
a L. xyli subsp. xyli, experimentos foram realizados na tentativa de encontra-los
(GAGLIARDI, 2008; LIMA, 2008), porém com numero reduzido de gendtipos.

Em fitopatologia ha diferengas importantes associadas a tolerancia e a
resisténcia de plantas ao ataque de fitopatégenos, ndo ha um consenso quanto as
definigbes e conceitos, segundo Fry (1982) resisténcia é a caracteristica de uma
planta em restringir o desenvolvimento do patdgeno e da doenga e a definigdo mais
recente é a de Strange (2003) que define a resisténcia como o retardo da infecgéo e
crescimento do patdgeno nos tecidos do hospedeiro, ambas as definicbes néao
mencionam os efeitos da resisténcia sobre a producdo da planta. Ja a definicdo
classica de tolerdncia é segundo Caldwell, Compton, e Patterson (1958) a
capacidade das plantas suportarem a doenga sem perdas severas em produtividade
ou qualidade e a definicdo mais recente é a segundo Agrios (2005) que a define
como a habilidade das plantas produzirem uma boa colheita, mesmo quando
infectadas por um patégeno.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a reagao de vinte gendétipos de cana-
de-agucar inoculados com Leifsonia xylii subsp. xyli agente causal do raquitismo das

soqueiras.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO DO LOCAL

O experimento foi conduzido a campo, nos anos agricolas de 2007/2008 e
2008/2009 na Estagao Experimental de Paranavai, do Setor de Ciéncias Agrarias
(SCA), da UFPR localizada no municipio de Paranavai, PR, regido Noroeste do
Estado, entre as coordenadas 23°50'05 de latitude Sul e 52°26' de longitude Oeste,
com altitude média de 470 m.

O local apresenta clima tipo Cfa, conforme classificacdo de Koppen,
subtropical, com temperatura média no més mais frio inferior a 18°C (mesotérmico) e
temperatura média no més mais quente acima de 22°C, com verdes quentes,
geadas pouco frequentes e tendéncia de concentragdo das chuvas nos meses de
verao, contudo sem estacédo seca definida e precipitacdo média anual de 1.300 a
1.400 mm (IAPAR, 1994).

O experimento foi instalado em solo tipo Latossolo Vermelho Distrofico (LVd-
1), com relevo suave ondulado. Sdo solos muito profundos, formados a partir de
materiais derivados de arenitos, com sequéncia de horizontes A, B, C pouco
diferenciados, coloragdo vermelha escura, porosos, muito fridveis, fortemente
drenados, baixa fertilidade natural, acidos, mas de baixo a médio teor de aluminio
trocavel e saturacao de bases baixa (EMBRAPA, 1999).

Os dados para comporem os balancos hidricos foram obtidos da estagao
meteorolégica do IAPAR/SIMEPAR, no municipio de Paranavai, PR, entre os
periodos de maio de 2007 a abril de 2009.

2.2 CONDUGAO DO EXPERIMENTO

Cada parcela experimental foi constituida por genoétipos dispostos em dois
sulcos de 5 metros de comprimento, 1,40 metros entre sulcos, profundidade de 20 a
25 cm.
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O plantio dos gendtipos de cana-de-agucar foi realizado em maio de 2007 e
as amostras para analise de detecgdo do patdogeno pelo método Dot blot foram
colhidas em maio de 2008 e junho de 2009.

No preparo do solo, foram realizadas duas gradagens, sendo a primeira
realizada com grade aradora e a segunda, com grade niveladora. Em seguida foi
feito o sulcamento para o plantio dos colmos. A adubagao utilizada foi 20 kg ha™ de
N, 100 kg ha™ de K,O e 100 kg ha™ de P,Os.

O plantio foi manual (convencional), onde os toletes com trés gemas foram
distribuidos dentro dos sulcos, sendo colocadas 18 gemas por metro linear e entre
0s genotipos analisados foi plantada uma linha intercalar do padréo suscetivel SP77-
5181.

2.3 GENOTIPOS AVALIADOS

Os gendtipos utilizados, seus parentais e a fase de exploragdo agronémica
estdo relacionados na Tabela 1. A escolha desses genoétipos foi baseada nos
resultados de produtividades anteriormente obtidas pelo Programa de Melhoramento
Genético de cana-de-agucar (PMGCA), da Universidade Federal do Parana.
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TABELA 1 - Gendtipos de cana-de-agucar avaliados quanto a reagéo ao raquitismo-

das-soqueiras, seus parentais e fase de exploragdo agrondémica.
Paranavai, PR.

Genoétipo Familias™ Fase de exploragao agronémica
Feminino Masculino

1 RB946903 RB765418 X  RB72454 Variedade liberada pela RIDESA
2 RB956911 RB855206 X RB855035 Variedade liberada pela RIDESA
3 RB965902 RB855536 X RB855453 Variedade liberada pela RIDESA
4 RB966928 RB855156 X RB815690 Variedade liberada pela RIDESA
5 RB975932 SP80-165 X RB855206 Gendtipo em fase de experimentagéo
6 RB976933 RB855176 X RB735200 Gendtipo em fase de experimentagéo
7 RB937570 RB72454 X SP70-1143 Variedade liberada pela RIDESA
8 RB965518 RB855536 X NA73-1454 Gendtipo em fase de experimentagéo
9 RB965517 RB835089 X ? Gendtipo em fase de experimentagéo
10 RB965602 RB855536 X RB855063 Gendtipo em fase de experimentagéo
1 RB946016 RB855511 X RB855077 Gendtipo em fase de experimentagéo
12 RB72454 CP53-76 X ? Variedade liberada pela PLANALSUCAR
13 RB835054 RB72454 X NA56-79 Variedade liberada pela RIDESA
14 RB925345 H59-1966 X ? Variedade liberada pela RIDESA
15 RB925211 RB855206 X ? Variedade liberada pela RIDESA
16 RB845210 RB72454 X SP70-1143 Variedade liberada pela RIDESA
17 RB935744 RB835089 X RB765418 Variedade liberada pela RIDESA
18 RB986419 RB72454 X RB835486 Gendtipo em fase de experimentagéo
19 RB965911 RB855546 X ? Gendtipo em fase de experimentagéo
20 RB935621 RB835089 X SP70-1143 Gendtipo em fase de experimentagéo
21 SP77-5181 H40-1184 X ? Variedade liberada pela COPERSUCAR

* Genitores femininos e masculinos utilizados nos cruzamentos biparentais de cana-de-agucar.

2.4 AVALIACOES

Em cana planta foram realizadas avaliagbes de massa de 1 colmo (M1C),

numero de colmos por metro (NCM) e toneladas de cana por hectare (TCH),

descritos em seguida:

e M1C: foi calculado em fungdo da média de trés pesagens de dez (10)
colmos por parcela (kg), obtido por M10C/10.

e NCM: foi obtido em cada parcela contando o niumero de colmos das duas
linhas centrais, dividindo-se pelo numero de metros lineares.

e TCH: estimado em fungdo da massa média de um colmo da parcela, em
kg, o numero total de colmos presentes nas respectivas parcelas e um
fator que é em funcao do espagcamento de plantio, conforme evidencia a
seguinte formula: TCH = (M1C x NCM) x 7,148/1,40. Sendo que 1,00
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refere-se a um metro linear de sulco e 1,40 (m), ao espagamento entre

sulcos.

Em cana soca, além das avaliagdes de M1C, NCM e TCH foram realizadas
avaliagcdes de tonelada de POL por hectare (TPH), POL, teor de fibra, estatura e
didmetro descritas a seguir:
e TPH: determinado em funcio da tonelada de cana por hectare e o teor de
POL cana, conforme descreve a férmula a seguir: TPH= (TCH x POL) /
100.

e POL: o teor de POL na cana foi obtido por meio da seguinte formula:
Pol = (a/c +1-0,01xFib,), em que a=1000g H,0, ¢c=500g de cana, s

refere-se ao pol no extrato do digestor, onde, s =L, x(0,2605 —0,001x b) e

Ly corresponde a leitura sacarimétrica do extrato e b ao brix % extrato do
digestor, Fiby ao teor de fibra da cana obtida pelo método do digestor.

e Teor de fibra — O teor de fibra, que é a matéria insoluvel em agua contida
na cana-de-agucar, foi determinada a partir da pesagem do bolo de
bagaco umido (PBU) obtido apds a prensagem de uma amostra de cana
desfibrada para a extracédo da seiva, utilizando a seguinte formula: F=0,08
x PBU + 0,876, onde o PBU & o peso de bagago umido da prensa em
gramas (CONSECANA, 1998).

e Estatura — foi obtida medindo-se 10 colmos por tratamento, da base até a
altura da folha + 1.

e Diametro — foi obtido pela medi¢gdo de 10 amostras de colmos na porg¢ao

mediana da planta com o auxilio do paquimetro.

2.5 PREPARO DO INOCULO E INOCULAGAO DOS TOLETES

A inoculacéao dos toletes foi feita com suspensao bacteriana obtida a partir da
seiva extraida de plantas infectadas da variedade SP77-5181 (padrdo suscetivel)
diluida em agua na proporgédo 1:5. Testes preliminares indicaram que este tipo de
inoculacao foi mais eficiente quando comparada com a inoculagdo com suspensao

bacteriana a partir de colénias produzidas em laboratério e aplicada pelo método de
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corte de folhas de Kauffman et al. (1973). Os toletes foram colocados em sacos
plasticos perfurados e permaneceram mergulhados na solugdo durante 10 minutos
(Figura 1), apds esse periodo foram plantados no campo segundo metodologia
descrita por Ros (2004).

Nas entre linhas foram colocadas intercaladas linhas com o gendtipo SP77-
5181, de forma que durante a colheita houve reinoculacdo das parcelas por

Leifsonia xyli subsp. xyli.
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FIGURA 1 — Preparo do in6culo e inoculagéo de toletes com Leifsonia xyli subsp.
xyli. (A) Obtengao do fluido vascular de colmos da variedade SP77-
5181 infectada; (B) fluido contaminado; (C) colmos em sacos plasticos
perfurados em suspensao do inodculo na proporgdo 1/5 em agua por
dez minutos e (D) campo onde foram plantados os colmos ja
inoculados.
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2.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento utilizado foi de blocos ao acaso em parcela subdividida, com
duas repeticbes. Os tratamentos foram constituidos de 20 gendtipos inoculados e

sem inoculagao (controle). Os resultados das avaliagbes foram submetidos a analise

de variancia, utilizando para isso o programa estatistico SISVAR®. Quando estes
dados foram significativos, ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade (FERREIRA,
2000).

2.7 COLETA DE AMOSTRAS PARA ANALISE DE DETECGCAO DO PATOGENO

Os ensaios foram instalados em maio de 2007 e as amostras para analise de
deteccdo do patogeno pelo método Dot blot foram colhidas em maio de 2008 e junho
de 20009.

Na colheita da cana planta em junho de 2008, foram coletadas duas amostras
compostas, formadas por sub amostras retiradas de 10 colmos de cada genétipo nas
plantas inoculadas e nao inoculadas com L. xyli subsp. xyli, através da quebra das
canas na base. Apos a coleta, os colmos foram levados para o Laboratério de
Biotecnologia Vegetal da Universidade Estadual de Maringa (UEM) para realizagao
das analises de detecgao de L. xyli subsp. xyli, por meio do método Dot blot. Com
auxilio de um furador foi retirado, da regido central do colmo, o tecido fibrovascular
na forma de segmentos cilindricos, do terceiro internédio basal, com 1 cm de
diametro e 10 cm de comprimento. Estes segmentos foram acondicionados em
microtubos de 1,5 mL, centrifugados por 5 minutos, a 12.000 rpm em microcentrifuga
Hsiangtai® e o extrato resultante foi congelado e armazenado a temperatura de -20°
C (CARNEIRO Jr. et al., 2003).

Em junho de 2009 em cana soca foi realizada a coleta de amostras para
deteccao do patogeno através da coleta de 10 amostras simples do fluido vascular
de 10 colmos de cada gendtipo dos tratamentos com e sem inoculagéo por L. xyli
subsp. xyli, totalizando 400 amostras simples. Devido a dificuldade de extracao de

fluido vascular em quantidade suficiente, apresentada na coleta realizada em 2008,
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nessa ocasiao foi utilizado o seguinte procedimento para a coleta: os colmos foram
coletados através da quebra das canas na base, em seguida foram limpos com pano
umido, e devidamente identificados, sendo realizado um corte em bisel na parte
superior e um corte transversal na parte inferior, para facilitar o encaixe do colmo e o
escorrimento do fluido vascular para o microtubo. Logo apos foi imediatamente
iniciada a extragcdo de aproximadamente 1000 yL de fluido vascular entre o segundo
e terceiro entrend da base para o apice com auxilio de um compressor de baixa
pressao, adaptado com uma teteira de borracha (tipo ordenhadeira) na extremidade
da mangueira a fim de facilitar o procedimento de extragdo. A coleta foi realizada no
campo e o conteudo foi acondicionado em microtubos de 1500 pyL contendo duas
gotas de solugéo estabilizadora de digluconato de clorexidina a 0,02 %,
acondicionados em isopor com gelo e posteriormente o conteudo foi levado para o

Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal do Parana.

2.8 ANALISE DE DETECGCAO DO PATOGENO

Foi utilizado anti-soro policlonal especifico contra L. xyli subsp. xyli produzido
por Carneiro Jr. et al. (2004). Antes da fixacdo dos extratos nas membranas de
nitrocelulose de 0,2 um, os mesmos foram descongelados a temperatura ambiente.
Cada membrana recebeu um total de 40 amostras, os padrdes consistiram de
suspensdes de bactérias L. xyli subsp. xyli, seiva de cana-de-agucar doente da
variedade SP77-5181 cuja presenga da bactéria foi confirmada em ensaio soroldgico
prévio e seiva de cana-de-agucar doente diluida 10 vezes em agua destilada e
somente agua destilada (controle negativo).

O ensaio sorolégico iniciou-se com a hidratagdo da membrana de
nitrocelulose (Sigma®) em agua ultra pura (Mili-Q) por 10 minutos. Foram aplicadas
as amostras (duas repeticdes para cada amostra) na membrana montada sobre
suporte utilizando bomba de vacuo e incubada a 80 °C durante 1 hora e apds foram
colocados os padrdes (positivos e negativos). Em seguida, bloqueou-se a membrana
sob agitagdo por 60 min em solugdo tampao TS (Tris 100 mM, NaCl 1,5 M, Tween-
[20] 0,5 % pH 7,4) com 0,1 % de leite desnatado em p6 (Molico®). Na sequéncia a
membrana foi lavada em solugdo TS, trés vezes, por 10 min cada e apds a

membrana foi incubada por 60 min em solugdo do anti-soro primario diluido (1:
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20.000 em tampao TS com [0,1 %] de leite). Apds esse periodo, lavou-se a
membrana em tampdo TS, por trés vezes, durante 10 min cada. Em seguida a
membrana foi incubada por 120 min na presenca de anti-soro secundario de cabra
contra IgG de coelho, diluido 1:20.000 em solugao tampao TS com [0,1 %] de leite
em po. A membrana foi lavada por trés vezes em solugdo TS por 10 minutos e por
15 minutos em solugdo tampéo PBS fosfato 1M salino (NaCl [0,8 %]). O processo
sorologico foi finalizado incubando-se (no escuro) a membrana por 20 min em
solugao reveladora (0,3 g Napthol-as-phosphate, 5 mL N Dimethyl formamide, 24 g
Tris-base, 0,1 g Fast blue pH 9,1). Apds a incubagédo, a membrana foi lavada em
agua corrente e com hipoclorito de sédio (2 %) por 20 min para remog¢éo de manchas
residuais. Todo o processo sorolégico foi conduzido sob agitagcdo (60 rpm), a
temperatura ambiente (HARISSON; DAVIS, 1986, modificada conforme CARNEIRO
JR. et al., 2004).

2.9 CLASSIFICACAO DOS GENOTIPOS QUANTO A REAGCAO AO RAQUITISMO
DAS SOQUEIRAS

Para a anadlise dos niveis de infeccdo de L. xyli subsp. xyli as amostras,
controles contendo concentragdes conhecidas das células da bactéria foram
adicionados, com os niveis assim distribuidos: Presenca da bactéria nao detectada:
abaixo de 10° células bacterianas mL™" de seiva vascular; N1 — baixo: ocorréncia de
10* a 10° células bacterianas mL™" de seiva vascular; N2 - médio: ocorréncia de 10" a
10° células bacterianas.mL” de seiva vascular; N3 - alto: acima de 10° células
bacterianas.mL™" de seiva vascular, conforme Gagliardi (2008).

Os gendtipos foram classificados quanto suas reagdes a doenga como: imune,
resistente e suscetivel ao ataque de L. xyli subsp. xyli. Foram considerados imunes,
aqueles em que a presenga da bactéria nédo foi detectada (abaixo de 10° células
bacterianas.mL™ de seiva vascular). Como resistentes aqueles que apresentaram
menor nivel de infeccdo pelo patdégeno comparados ao padréo suscetivel (SP77-
5181), com variagbes desde N1 até N2. Como suscetiveis aqueles que
apresentaram niveis de infec¢ao igual ou superior a N3 comparados ao padrao de

suscetibilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CANA PLANTA (2007/2008)

A ocorréncia de deficiéncia hidrica apds o plantio da cana, apresentado na
Figura 2, causou redugcdao na emissdo dos perfilhos (GASHO; SHIH, 1983;
BEZUIDENHOUT et al., 2003) e afetou diretamente o seu desenvolvimento foliar. O
periodo de perfilhamento é fundamental para o seu numero de colmos e € uma fase
sensivel da cana-de-agucar a deficiéncia hidrica.

Pode-se observar ainda que apés o més de outubro, as precipitacbes foram
responsaveis pela reposicdo de agua no solo, quando a cana retomou seu
crescimento, sendo este fato traduzido no componente de produgdo, massa de um

colmo (M1C) e na sua tonelada de cana por hectare (TCH).
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FIGURA 2 - Balanco hidrico mensal de maio de 2007 a abril de 2008, de cana
planta. Estagdo experimental de Paranavai. Paranavai, PR, 2010.
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3.1.1. Analise dos componentes de producéao

Nos resultados obtidos de TCH, M1C e NCM para cana planta, relacionados
na Tabela 2, pode-se verificar que nao houve diferenga significativa para nenhuma
das variaveis analisadas entre os tratamentos controle e inoculados por Leifsonia
xyli subsp. xyli.

A recomendacgao de cultivo para os gendtipos RB925345 e RB835054 ¢é de
evitar plantio em ambientes com baixo potencial de produtividade (RIDESA, 2010),
eles apresentaram valores de TCH baixos, o primeiro gendétipo apresentou valor de
TCH de 83,01 ton.ha” no tratamento inoculado e 78,09 ton.ha™ no tratamento
controle e o gendtipo RB835054 apresentou produtividade de 77,96 ton.ha™ no
tratamento inoculado e 86,27 ton.ha” no tratamento controle, esses genétipos
necessitam de ambiente que auxiliem na expressao do alto potencial produtivo. O
ambiente em que foi conduzido o experimento apresenta solo com baixa fertilidade e
aliado a ocorréncia de deficiéncia hidrica apds o plantio, pode ser o fator que causou
reducdo da produtividade. Os valores de TCH no tratamento inoculado foram
significativamente maiores nos gendtipos RB845210, RB925211, RB935621,
RB935744, RB937570, RB956911, RB965518, RB965911, RB966928, RB975932 e
RB986419, com 114,01; 102,16; 100,14; 116,65; 110,95; 104,46; 102,27; 103,96;
109,15; 107,41 e 132,28 ton.ha”’ e os gendtipos do tratamento controle nzo
apresentaram diferencga significativa para nenhuma das variaveis analisadas.

Segundo Carneiro (1998) e Borém (1997) a interacdo Gendtipo x Ambiente
refere-se a alteragdo no desempenho relativo dos gendtipos em virtude das
diferengcas de ambiente, os resultados das avaliacbes dos gendtipos no presente
estudo demonstraram que nao houve interferéncia do patégeno na produtividade, e
sim, um reflexo das condigdes do ambiente produtivo. A recomendacédo de manejo
para o gendtipo RB935744 ¢é de boa adaptagdo em ambientes de médio a bom
potencial produtivo, RB845210 apresenta adaptacdo boa em ambientes
intermediarios de textura arenosa, RB937570 deve ser conduzido em ambientes que
propiciem bom potencial produtivo, RB966928, RB956911 e o gendtipo RB965911
devem ser conduzidos em ambientes de médio a alto potencial produtivo (RIDESA,
2010), esses gendtipos apresentaram os maiores valores de produgdo mesmo em

solo que apresenta condi¢des desfavoraveis.
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TABELA 2 - Resultados de toneladas de cana por hectare (TCH), massa de um
colmo (M1C) e numero de colmos por metro (NCM) apresentados por
20 gendtipos de cana-de-agucar nos tratamentos controle (sem
inoculagao) e inoculado (inoculado com Leifsonia xyli subsp. xyli) em
cana planta (2007/2008). Estagao experimental de Paranavai, PR.

Genétipo TCH - (Ton.ha™)"™ M1C (kg) ™ NCM "
Inoculado Controle * Inoculado* Controle * Inoculado* Controle *

RB72454 90,43 a 99,30 1,32 1,31 9,60 11,02
RB835054 77,96 a 86,27 1,28 1,35 8,57 8,92
RB845210 114,01 b 109,29 1,42 1,42 11,23 10,80
RB925211 102,16 b 81,85 1,27 1,14 11,25 10,10
RB925345 83,01 a 78,09 1,40 1,36 8,32 8,10
RB935621 100,14 b 111,98 1,44 1,38 9,78 11,40
RB935744 116,65 b 106,22 1,61 1,58 10,18 9,45
RB937570 110,95 b 116,24 1,36 1,46 11,45 11,20
RB946016 100,28 a 114,09 1,46 1,33 9,60 12,07
RB946903 84,36 a 107,03 1,23 1,48 9,68 10,00
RB956911 104,46 b 105,58 1,55 1,49 9,50 9,98
RB965517 90,19 a 98,03 1,35 1,44 9,42 9,50
RB965518 102,27 b 109,64 1,46 1,45 9,78 10,56
RB965602 90,66 a 121,98 1,10 1,35 11,55 12,65
RB965902 96,99 a 98,56 1,28 1,39 10,83 9,95
RB965911 103,96 b 100,40 1,63 1,43 8,90 9,88
RB966928 109,15 b 126,67 1,45 1,47 10,57 12,10
RB975932 107,41b 121,57 1,55 1,50 9,75 11,32
RB976933 89,81 a 96,89 1,35 1,38 9,32 9,85
RB986419 132,28 b 140,65 1,76 1,68 10,49 11,78
C.V.% (entre colunas) 7,93 12,11 6,32 10,04 8,16 9,28
C.V.% (entre linhas) 10,94 14,42 8,69 9,59 9,66 10,12

ns — nao significativo entre os tratamentos controle e inoculado pelo teste Scott kmott P<0,05 (entre colunas:
inoculado e controle); * valores seguidos de mesma letra na linha do tratamento inoculado n&o diferem entre si
pelo teste Scott kmott p<0,05; ** ndo significativo na linha para o tratamento controle.

3.1.2. Analise de detecgao do patéogeno

Na avaliacdo da cana-planta para a detecgédo de L. xyli subsp. xyli pelo teste

de Dot blot, pode-se constatar que dois gendtipos do tratamento inoculado
(RB925345 e RB975932) e um gendtipo do tratamento controle (RB946903)

apresentaram resultado positivo para L. xyli subsp. xyli. Esse resultado pode ser

decorrente das baixas concentragcbes da bactéria em cana planta, abaixo do limite

de deteccédo do teste Dot bot.
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3.2. CANA SOCA (2008/2009)

O balanco hidrico de maio de 2008 até abril de 2009 esta apresentado na
Figura 3, a qual apresenta as boas condi¢des de disponibilidade hidrica no solo para
a cultura da cana-de-agucar.

No inicio do desenvolvimento da soqueira, ndo houve deficiéncias hidricas no
solo, permitindo uma boa brotagdo e o seu perfilhamento. De julho de 2008 até
fevereiro de 2009, época que coincidiu com o periodo de grande desenvolvimento
da cana-de-agucar (MACHADO, 1981), as condi¢cbes de disponibilidade de agua no
solo foram favoraveis ao crescimento da cultura (BEZUIDENHOUT et al., 2003), o
que contribuiu para se obter boas produtividades nesse periodo.

A reducdo da agua disponivel no solo de margo até a data da colheita ndo
representa risco de queda de produtividade, e € ideal para a maturacdo da cana,
pois resulta na reducéo de crescimento, e ocasiona maior concentragdo de sacarose

nos colmos (SCARPARI, 2002), o que ira resultar em maiores valores de Pol cana.
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FIGURA 3 - Balango hidrico mensal de maio de 2008 a abril de 2009, de cana soca.
Estacao experimental de Paranavai, PR, 2010.
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3.2.1. Analise dos componentes de producéao

Analisando os dados dos componentes de produg¢ao para cana soca de TCH,
M1C e NCM (Tabela 3), novamente nao foram encontradas diferengas significativas
entre os tratamentos inoculado com a bactéria e controle (sem inoculagdo), porém
pode-se observar que houve tendéncia de maior produtividade dos gendtipos do
tratamento controle RB835054, RB937570, RB946016, RB956911, RB966928 e
RB965518 com 10,59; 10,64 ; 30,75; 15,23; 11,95 e 18,17 ton.ha™' a mais do que no
tratamento inoculado. Enquanto que os gendtipos RB946903, RB925211, SP77-5181,
RB965517 e RB845210 do tratamento inoculado apresentaram maior produtividade
com 17,45; 15,65; 14,92; 13,58 e 10,91 ton.ha™' a mais que no tratamento controle. O
gendtipo SP77-5181 tem alta exigéncia de solo e apresentou baixa produtividade,

com 69,70 ton.ha™' no tratamento inoculado e 54,78 ton.ha™' no tratamento controle.
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TABELA 3 - Resultados de toneladas de cana por hectare (TCH), massa de um
colmo (M1C) e numero de colmos por metro (NCM) apresentados por
20 gendtipos de cana-de-agucar nos tratamentos controle (sem
inoculagao) e inoculado (inoculado com L. xyli subsp. xyli) em cana
soca (2008/2009). Estacao experimental de Paranavai, PR.

Genétipo TCH - (Ton.ha-1) "™ M1C (kg) "™ NCM ™
Inoculado
ne Controle™ Inoculado™ Controle™ Inoculado™  Controle™
RB72454 88,05 87,10 1,02 1,06 12,15 11,55
RB835054 73,97 84,56 0,83 1,09 12,55 10,98
RB845210 112,82 101,91 1,19 1,26 13,25 11,35
RB925211 76,55 60,89 0,95 0,96 11,30 8,85
RB925345 82,95 84,83 1,07 1,16 10,95 10,21
RB935621 99,88 106,79 1,21 1,30 11,60 11,55
RB935744 95,44 102,42 1,14 1,29 11,75 11,14
RB937570 95,41 106,05 1,28 1,40 10,56 10,60
RB946016 77,28 108,03 0,97 1,29 11,16 11,65
RB946903 85,45 68,00 1,10 1,05 10,95 9,15
RB956911 78,19 93,42 1,16 1,28 9,45 10,45
RB965517 86,89 73,31 1,05 1,31 11,65 10,95
RB965518 107,02 125,19 1,37 1,46 11,00 12,00
RB965602 97,78 90,17 1,11 1,14 13,40 11,05
RB965902 105,69 96,12 1,12 1,15 11,95 11,70
RB965911 109,91 100,35 1,38 1,44 11,15 9,78
RB966928 98,28 110,23 1,13 1,25 12,20 12,35
RB975932 82,35 88,57 1,09 1,40 10,60 8,90
RB976933 93,00 93,50 1,06 1,29 12,35 10,15
RB986419 95,22 97,90 1,24 1,49 10,76 9,21
SP77-5181 69,70 54,78 0,91 0,90 10,55 8,50
C.V.% (colunas) 9,87 11,89 6,18 8,68 9,56 11,80
C.V.% (linhas) 19,03 24,50 9,67 11,72 12,70 18,93

ns — nao significativo entre os tratmentos controle e inoculado (colunas) e entre gendtipos (linhas) pelo teste Scott
kmott P<0,05.

Em cana soca, ndo foram encontradas diferengas significativas para as
variaveis estatura e didametro de colmos, pol cana e teor de fibra entre os
tratamentos controle e inoculado. Pode-se observar que os gendtipos: RB72454,
RB835054, RB925211, RB935621, RB935744, RB937570, RB946903 e RB956911
do tratamento inoculado apresentaram maior estatura, com valores de 2,00; 1,98;
1,99; 2,09; 2,13; 1,98; 2,13 e 2,05 cm e no tratamento controle os maiores valores
foram apresentados pelos gendtipos: RB72454, RB835054, RB965517, RB965911 e
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RB975932, com 2,11; 1,98; 2,00; 2,17 e 2,08 cm respectivamente. Os gendtipos do
tratamento inoculado: RB946016, RB956911, RB965517 e RB965911 apresentaram
diferenga significativa dos demais genoétipos com: 2,83; 2,85; 2,72 e 2,77 cm
respectivamente. No tratamento controle os maiores valores foram apresentados
pelos gendtipos: RB935744, RB946016, RB956911, RB965517, RB965518,
RB975932, RB976933 e RB986419 com 2,84; 2,84; 2,85; 2,67; 2,70; 2,72 e 2,96 cm
respectivamente (Tabela 4).

Quanto aos valores de POL cana, verfica-se que os genotipos RB835054,
RB925211, RB925345, RB937570, RB946903, RB956911, RB965517, RB965902,
RB965911, RB966928 e RB986419 apresentaram os maiores valores com 14,56;
16,72; 14,92; 14,95; 14,82; 14,89; 15,16; 15,36; 14,50; 15,27 e 14,88. Estes
resultados foram semelhantes aqueles do tratameto controle, em que os mesmos
gendtipos apresentaram os maiores valores, com excegao dos gendtipos RB965911
e RB946903 que apresentaram menores valores de POL cana no tratamento
controle. Para a variavel teor de fibra no tratamento inoculado, apenas o gendtipo
RB935621 foi significativamente maior que os demais tratamentos e no tratamento
controle os gendtipos: RB835054, RB925211, RB925345, RB935621, RB956911,
RB965517, RB975932 e RB986419 apresentaram maiores valores com: 13,10;
13,38; 14,25; 14,17; 13,22; 14,04; 13,54 e 13,82 (Tabela 4).



61

TABELA 4 - Resultados de estatura, didmetro, POL cana e teor de fibra
apresentados por 20 gendtipos de cana-de-agucar nos tratamentos
controle (sem inoculagao) e inoculado (inoculado com L. xyli subsp.
xyli) em cana planta (2008/2009). Estacdo experimental de
Paranavai, PR.

Genétipo Estatura (cm) " Diametro " POL cana ™ Teor de Fibra % "™
Inoculado* Controle* Inoculado* Controle* Inoculado* Controle* Inoculado* Controle*
RB72454 2,00c 2,11b 2,47 a 2,58 a 14,03 a 12,41 a 12,40 a 11,38 a
RB835054 1,98 c 1,98 b 2,37 a 2,32 a 14,56 b 14,50 b 12,94 a 13,10 b
RB845210 1,83 b 1,98 a 2,55a 2,55a 13,18 a 13,61 a 12,97 a 12,38 a
RB925211 1,99 ¢ 1,80 a 243 a 2,45 a 16,72 b 15,87 b 13,01 a 13,38 b
RB925345 2,22d 1,83 a 2,37 a 2,58 a 14,92 b 14,57 b 15,85 a 14,25 b
RB935621 2,09¢c 1,78 a 2,40 a 2,60 a 13,35 a 13,24 a 14,50 b 14,17 b
RB935744 213c 1,83 a 2,53 a 2,84b 12,78 a 12,58 a 13,00 a 12,04 a
RB937570 1,98 c 1,85 a 2,55a 2,63 a 14,95 b 15,69 b 13,00 a 12,63 a
RB946016 1,73 b 1,88 a 283b 2,84b 13,80 a 13,80 a 12,87 a 12,96 a
RB946903 2,13 ¢ 1,92 a 2,57 a 2,59 a 14,82 b 13,01 a 12,55 a 12,38 a
RB956911 2,05c 1,87 a 285b 2,85b 14,89 b 14,45b 13,61 a 13,22 b
RB965517 1,83 b 2,00b 2,72b 2,67b 15,16 b 14,21b 13,63 a 14,04 b
RB965518 1,87 b 1,79 a 242 a 2,70 b 13,69 a 13,23 a 12,52 a 12,25 a
RB965602 1,88 b 1,86 a 2,39 a 2,50 a 13,87 a 13,76 a 13,08 a 12,58 a
RB965902 2,04 c 1,87 a 2,41 a 2,64 a 15,36 b 14,82 b 12,33 a 12,52 a
RB965911 2,37d 2,17 b 2,77b 2,50 a 14,50 b 13,69 a 12,47 a 12,02 a
RB966928 2,34d 1,95 a 240 a 2,39 a 15,27 b 15,29 b 12,70 a 12,99 a
RB975932 2,30d 2,08b 2,59 a 2,76 b 14,12 a 13,45 a 13,40 a 13,54 b
RB976933 2,07c 1,90 a 245 a 2,72b 13,98 a 13,52 a 13,69 a 12,61 a
RB986419 1,81b 1,81 a 2,51 a 2,96 b 14,88 b 15,11 b 13,90 a 13,82 b
SP77-5181 1,49 a 1,79 a 2,37 a 2,59 a 13,84 a 14,34 b 13,14 a 12,73 a
C.V.% (colunas) 9,43 8,95 9,41 9,01 4,36 5,16 4,29 3,71
C.V.% (linhas) 11,35 6,70 9,28 9,41 4,70 4,73 3,96 4,09

ns — ndo significativo entre os tratamentos controle e inoculado pelo teste Scott kmott p<0,05 (entre colunas);
* valores seguidos de mesma letra na linha n&o diferem entre si pelo teste Scott kmott p<0,05.

3.2.2. Analise de detecgao do patéogeno

Em cana soca, houve resultado positivo para a deteccdo da bactéria em 16
dos 20 gendtipos avaliados. Nao foi detectada a presenga da bactéria nos genatipos:
RB965518, RB965517, RB72454 e RB975932. Em RB835054, RB925345,
RB946903 e RB976933 foi detectada L. xyli subsp. xyli em 100% das amostras
analisadas. Nos demais gendtipos observou-se a seguinte incidéncia: RB946016 -
10%; RB935744 — 20%, RB956911, RB966928 e RB845210 — 30%; RB937570 —
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50%; RB965902, RB935621 e RB986419 — 70%; RB925211 — 80% e nos gendtipos
RB965911, RB965602 - 90%.

Os niveis de infeccdo por L. xyli subsp. xyli verificados foram: RB965518,
RB965517, RB72454 e RB975932 — nao detectada (abaixo de 10° células
bacterianas.mL™"); RB937570, RB935621 e RB986419 — médio a alto (de 10" a 10°
células bacterianas.mL'1) e nos gendtipos RB946016, RB956911, RB966928,
RB845210, RB965902, RB925211, RB956911, RB965602, RB925345, RB946903 e
RB976933 a concentracdo da bactéria ficou em torno de 10" a 10° células
bacterianas.mL™ de seiva vascular. O gendtipo RB935744 apresentou baixa
concetragdo da bactéria (10* a 10° células bacterianas.mL™") e RB835054 com
concentragdo variando entre baixa a média. O gendtipo SP77-5181 considerado
padrao suscetivel, apresentou valores de infeccdo que variaram entre médio a alto,
este foi utilizado para a comparagdo com os demais genoétipos na classificagéo
quanto a resisténcia/suscetibilidade.

Os niveis de infeccdo e a incidéncia da bactéria de cana planta para cana
soca foram crescentes neste trabalho. O aumento observado pode em parte ser
atribuido ao modo de sobrevivéncia da bactéria, a qual permanece nas soqueiras de
um ciclo para o outro (GIGLIOTI,1997). Assim, o indculo inicial em cana soca foi
maior que em cana planta inoculada. Estes resultados foram semelhantes aos de
Carneiro Jr (2006) os quais verificaram aumento de cana planta para a soca de
30,71% de incidéncia da doenga. Semelhantes ainda, aos de Steib (1957) que
relatou um aumento da doenga de 16%, em cana planta, para 47%, em cana soca e
de Damann e Olliver (1991), que analisando varios cultivares chegaram a um
aumento anual médio na incidéncia de colmos doentes de 10%. Além do modo de
sobrevivéncia da bactéria, pode ter contribuido para o aumento da incidéncia e dos
niveis de infecgdo observados no presente trabalho o fato de na colheita ter sido
realizado corte com facdo, inicialmente na linha intercalar do padréo suscetivel
SP77-5181 e na sequencia nas linhas dos gendtipos avaliados. Segundo Josil
Carneiro Jr. (comunicagao pessoal), o facdo permanece infectivo por até 80 metros,
garantindo assim a disseminacgao e reinfestacéo pelo patégeno.

Houve baixa incidéncia de L. xyli subsp. xyli em cana planta, o resultado
esperado era que nas socas subsequentes a colonizacdo por L. xyli subsp. xyli
aumentasse e assim também os danos. A concentragdo do patdbgeno nas amostras

aumentou substancialmente de um ciclo para o outro, porém nao foram observadas
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diferencas entre os gendtipos com e sem inoculagdo em relagcdo as caracteristicas
agrondmicas. Geralmente ha um bom relacionamento entre populagdes bacterianas
dentro de extratos do xilema e tolerancia da cultivar (HARRISON; DAVIS, 1988),
porém aliando-se esse dado da populacdo de L. xyli subsp. xyli com os dados de
produtividade tem-se que alguns genoétipos com elevada populagdo bacteriana
podem sofrer pouca perda de rendimento exibindo comportamento de tolerancia ao
patdgeno e outros com baixa concentracdo do patdogeno podem sofrer elevada
perda de rendimento, exibindo comportamento de suscetibilidade (CROFT, 2002).

Diferentes niveis de incidéncia e infecgdo em gendtipos distintos foram
também encontrados pelo Laboratério de Genética Molecular da Universidade de
Sao Carlos, em 118.826 amostras recebidas do estado de Sao Paulo, no periodo de
2005 a 2007, utilizando a metodologia de Dot blot, encontrou-se que 4,2% das
amostras foram diagnosticadas positivas. Os trés gendtipos com maior incidéncia de
Leifsonia xyli subsp. xyli foram: RB867515 com 15,3%, SP81-3250 com 6,5% e
RB72454 com 4%. Nesses genodtipos encontrou-se diferengas nos niveis de
infeccdo. O gendtipo RB867515 apresentou 85% de nivel 1 de infecgao (103
UFC/mL), 14% de nivel 2 (10° UFC/mL) e 1% de nivel 1 (acima de 10® UFC/mL), o
gendtipo SP81-3250 foi a que apresentou maior indice de nivel 3, com 9%. Esses
resultados sugerem que as variedades podem variar quanto ao grau de resisténcia
(GANEM; GAGLIARDI; URASHIMA, 2007).

Semelhante ao verificado no presente trabalho, Gagliardi (2008) nao detectou
a presenca da bactéria no primeiro corte no genotipo RB72454 e nos gendtipos
RB835486, RB855156, RB855456, RB855536, RB867515, RB928064, RB925211,
RB925345, RB925268 e CB49-260 ocorreram reacdes soropositivas com média a
alta concentragdo do patdogeno, no segundo ano avaliado todos os gendtipos

apresentaram variagdes quanto ao grau de colonizagao da bactéria.

3.3 CLASSIFICAGAO DOS GENOTIPOS QUANTO A RESISTENCIA

Conforme os niveis de infeccdo apresentados pelos gendtipos e comparados
com o nivel do padrao suscetivel SP77-5181, os gendétipos RB965518, RB965517,
RB72454 e RB975932 foram classificados como imunes, pois ndo foi detectada a

presenca do patdogeno em nenhuma das amostras, ou apresentaram nivel de
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infecgdo abaixo de 10° células bacterianas mL™" de seiva vascular. Os gendtipos
RB946016, RB935744, RB956911, RB966928, RB845210, RB965902, RB925211,
RB965911, RB965602, RB835054, RB925345, RB946903 e RB976933
apresentaram nivel de infeccdo entre 107 a 10° células bacterianas.mL™” de seiva
vascular e foram classificados como resistentes e os genotipos RB937570,
RB935621 e RB986419 foram classificados como suscetiveis ao ataque de L. xyli
subsp. xyli, pois apresentaram nivel de infecgdo acima de 10° células

bacterianas.mL™" de seiva vascular, (Tabela 5).

TABELA 5 — Niveis de infeccédo de L. xyli subsp. xyli em 20 gendétipos de cana-de-
agucar em cana soca (2008/2009) e classifiagao quanto ao nivel de

resisténcia.
Genoétipos . Niveis de in_fecga"?o -1 Nivel de resisténcia
(células bacterianas'mL™)

RB965518 Bactéria ndo detectada Imune
RB965517 Bactéria ndo detectada Imune
RB72454 Bactéria ndo detectada Imune
RB975932 Bactéria ndo detectada Imune
RB946016 10" a 10° Resistente
RB935744 10*a 10° Resistente
RB956911 10" a 10° Resistente
RB966928 10" a 10° Resistente
RB845210 10" a 10° Resistente
RB937570 acima de 10° Suscetivel
RB965902 10" a 10° Resistente
RB935621 acima de 10° Suscetivel
RB986419 acima de 10° Suscetivel
RB925211 10" a 10° Resistente
RB965911 10" a 10° Resistente
RB965602 10" a 10° Resistente
RB835054 10* a 10° Resistente
RB925345 10" a 10° Resistente
RB946903 10" a 10° Resistente
RB976933 10" a 10° Resistente

SP77-5181 acima de 10° Suscetivel
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Os niveis de infeccdo foram sugeridos para a clasificacdo dos genoétipos
baseado nos conceitos de resisténcia. O classico é o de Fry (1982), no qual
resisténcia € a caracteristica de uma planta que restringe o desenvolvimento do
patdgeno e da doenca. Strange (2003) define como o retardo da infecgdo e
crescimento do patdgeno nos tecidos do hospedeiro e Parlevliet (1997) conceitua
resisténcia como a habilidade da planta em suprimir, retardar ou prevenir a entrada
ou a subsequente atividade do patdgeno (crescimento e desenvolvimento) em seus
tecidos.

Na tentativa de classificagdo dos gendtipos acima, quanto a resisténcia a
doenca, ha que se considerar que o ambiente tem capital importancia no
comportamento produtivo de cada gendtipo. E conforme descrito anteriormente, o
local do experimento ndo é o ambiente de produgao recomendado para a expressao
do potencial de alguns dos gendtipos avaliados e, portanto, para alguns deles a
classificagao pode néo refletir sua reacéo caracteristica a doenca.

Sabe-se que a cana-de-agucar desenvolveu naturalmente, ao longo de sua
evolugdo, a resisténcia do tipo horizontal para a maioria das suas doencgas
(MATSUOKA; GARCIA; CALHEIROS. 1999), também conhecida como ragca né&o
especifica, quantitativa, poligénica (varios genes de efeito menor), ndo diferencial e
incompleta. O ponto marcante é que este tipo de resisténcia tem como caracteristica
ser afetada pelo ambiente, e neste quesito tem-se novamente a questdo dos
ambientes de produgao apropriados para cada gendtipo que poderiam interferir no
seu comportamento frente a doenca. Além disso, este tipo de resisténcia leva a
planta a ter certo grau de doenca e é dependente da interagcdo de varias ragas do
patdgeno versus o cultivar do hospedeiro.

A classificagdo quanto a resisténcia de gendtipos de cana-de-agucar a L. xyli
subsp. xyli verificada neste trabalho, hora concordam, hora divergem dos resultados
daqueles obtidos por outros autores. Lima (2008) correlacionando a incidéncia média
da doenga com valores de peso médio e didmetro de colmos e Ros (2004) utilizando
0 parametro de porcentagem de vasos colonizados por L. xyli subsp. xyli
classificaram o gendtipo RB845210 como suscetivel, essa classificagdo ndo condiz
com o resultado do presente estudo para esse genotipo, porém, foram utilizados os
parametros de estatura e didmetro de colmos. O gendtipo RB72454 foi classificado
por Lima (2008) como menos tolerante ao ataque da bactéria, pois apresentou peso

proximo a média, didametro de colmo menor que a meédia e incidéncia de L. xyli
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subsp. xyli acima de 80% e Gagliardi (2008) considerando o percentual de redugéo
de produtividade associado a incidencia, classificou esse mesmo genotipo como
suscetivel a L. xyli subsp. xyli obtendo reducdo de produtividade de 20,7% em trés
anos avaliados.

O fato de ndo ter sido detectada a bactéria nos gendtipos RB965518,
RB965517, RB72454 e RB975932 poderia ser atribuido a possivel resisténcia do
genotipo a entrada do patdgeno ou a baixa concentragdo da bactéria nas plantas em
cana planta e soca, ndo sendo possivel a deteccdo pelo teste Dot Blot. De acordo
com Comstock et al (1996), variedades resistentes possuem uma populagdo menor
do patdégeno, consequentemente menor fonte de in6culo para disseminar a doenga
nos viveiros e canaviais.

Baseado nos niveis de infecgédo, o gendtipo RB925211 foi classificado nesse
estudo como resistente a L. xyli subsp. xyli, Gagliardi (2008) discordando desse
resultado o classificou como suscetivel ao ataque do patdgeno, porém utilizando a
variavel reducao de produtividade, que foi de 15,2% em trés safras da cultura.

Levando-se em conta o ambiente de producdo pode-se observar que o
gendtipo RB72454 tem baixa exigéncia em fertilidade de solo, como é o caso do
local onde foi instalado o experimento e mesmo assim teve baixa produtividade,
estatura e didametro, fato indicativo de comportamento de suscetibilidade mesmo em
caso de baixa concentracdo de L. xyli subsp. xyli. Ja a recomendagdo para o
genotipo RB946903 € que o mesmo deve ser conduzido em ambiente com médio a
alto potencial produtivo, entdo a sua baixa produtividade e didmetro de colmos nao
podem ser atribuidas apenas a presenga ou auséncia da bactéria, deve também ser
considerado o ambiente improprio.

Existem variedades modernas descritas como resistentes ao RSD e em sua
regido de origem tem apresentado comportamento suscetivel (PONTE, 2006), fato
que evidencia a importancia da correlacdo dos resultados de caracteristicas
agrondmicas com caracteristicas edafoclimaticas locais.

Em futuros experimentos, recomenda-se implantar ensaios semelhantes em
ambientes com diferentes potenciais de producdo ou somente utilizar gendtipos
adaptados ao ambiente em questdo e os gendtipos devem ser submetidos a ensaios

para avaliar o efeito dos niveis de infec¢gao na produtividade.
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4 CONCLUSOES

Na classificagdo sugerida para os gendétipos quanto a reagdo ao raquitismo
utilizando-se os niveis de infeccao,por Leifsnia xyli subsp. xyli, os genoétipos
RB965518, RB965517, RB72454 e RB975932 como imunes, o0s gendtipos
RB946016, RB935744, RB956911, RB966928, RB845210, RB965902, RB925211,
RB965911, RB965602, RB835054, RB925345, RB946903 e RB976933 foram
classificados como resistentes e os gendtipos RB937570, RB935621 e RB986419
como suscetiveis ao raquitismo das soqueiras.

Houve variagdo quanto aos niveis de infecgdo por Leifsonia xyli subsp. xyli

nas amostras dos genadtipos dignosticadas positivas pelo teste de Dot blot.
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RESUMO

Um dos maiores problemas para as pesquisas e controle do raquitismo das
soqueiras € a deteccdo da bactéria para avaliacdo dos cultivares quanto suas
reacdes a doenca. Na maioria das vezes a doenga nao apresenta sintomas externos
especificos, necessitando de testes complementares para a detecgao da bactéria. O
objetivo deste trabalho foi comparar os métodos de Dot blot, PCR e EB-ELISA na
deteccdo de Leifsonia xyli subsp. xyli. O ensaio foi conduzido na Estagao
Experimental de Paranavai, nos anos agricolas de 2007/2008 e 2008/2009. Os
gendtipos avaliados foram: RB965902, RB966928, RB946903, RB956911,
RB72454, RB835054, RB925345, RB925211, RB976933, RB975932, RB965518,
RB845210, RB965517, RB946016, RB937570, RB965602, RB935744, RB986419,
RB965911 e RB935621, inoculados e nao inoculados com L. xyli subsp. xyli. O
delineamento utilizado foi de parcela subdividida, com duas repeticdes. A coleta das
amostras do fluido vascular foi relizada em 2008, por meio da centrifugacdo de
cilindros centrais extraidos dos colmos e em 2009 o fluido foi coletado com a
utilizacdo de bomba de vacuo adaptada a uma teteira, na qual foi acoplado o colmo
de cana, cortado entre terceiro e quarto internédio basal. O fluido vascular foi
acondicionado em microtubos e congelados a -20 °C até o momento da utilizagao.
Foram realizados testes para a detecgao do patégeno pelos métodos: PCR, Dot blot
e EB-ELISA. Na comparagao dos trés métodos de detecgao da bactéria, o método
EB-ELISA, apresentou o maior percentual de detecgao, seguido préoximo pelo Dot
blot. A PCR, embora seja considerado o método de deteccdo mais sensivel, foi o
que apresentou o menor percentual de detecgdo. Dos gendtipos avaliados, foram
diagnosticados positivos para a presenca da bactéria: pelo método EB-ELISA 73%,
pelo método de Dot blot 55% e pelo método de PCR 15%. Do total de amostras
analisadas 3% apresentaram-se positivas pelo teste de PCR, 33% pelo teste de Dot
blot e 0 mesmo valor de 33% pelo teste de EB-ELISA. O método EB-ELISA foi
considerado nas condi¢cbes do experimento o que apresentou maior sensibilidade,
podendo atender aos trabalhos de avaliacdo de gendtipos ao raquitismo das
soqueiras, seguido pelo Dot Blot, o qual apresenta facilidade na execugao podendo
atender as necessidades rotineiras de deteccao de Leifsonia xyli subsp. xyli para fins
de monitoramento e controle da doenga em campo.

Palavras-chave: Saccharum sp., raquitismo-das-soqueiras, PCR, Dot blot, EB-ELISA.



74

ABSTRACT

One of the biggest problems for research and control of ratoon stunting disease is
the detection of bacteria for evaluation of cultivars for their reactions to the disease.
In most cases the disease shows no outward symptoms specific, requiring additional
tests for the detection of bacteria. The aim of this study was to compare the methods
of Dot blot, PCR and EB-ELISA in detecting of Leifsonia xyli subsp. xyli. The test was
conducted at the Experimental Station Paranavai in the agricultural years 2007/2008
and 2008/2009. The genotypes were: RB965902, RB966928, RB946903, RB956911,
RB72454, RB835054, RB925345, RB925211, RB976933, RB975932, RB965518,
RB845210, RB965517, RB946016, RB937570, RB965602, RB935744, RB986419,
RB965911 and RB935621 inoculated and not inoculated with L. xyli subsp. xyli. The
design was a split plot with two replications. The sample collection was the vascular
fluid were conducted in 2008 through the spin of cylinders taken from the central
stalk in 2009 and the fluid was collected using a vacuum pump adapted to a liner,
which was attached to the stalk of sugarcane, cut between the third and fourth basal
internode. The vascular fluid was placed in microtubes and frozen at -20 °C until use.
Tests were conducted to detect the pathogen by methods: PCR, Dot blot and EB-
ELISA. Comparing the three methods for detecting bacteria, the EB-ELISA method,
showed the largest percentage of detection, followed next by Dot blot. PCR, although
it is considered the most sensitive detection method, showed the smallest
percentage of detection. Genotypes evaluated were diagnosed as positive for the
presence of bacteria: EB-ELISA method by 73%, by dot blot method 55% and by
PCR 15%. Of the total 3% of samples were positive by PCR test, 33% by dot blot test
and the same value of 33% by EB-ELISA test. The EB-ELISA method was
considered under the experimental conditions had the highest sensitivity, being able
to work in evaluating the genotypes of ratoon stunting disease, followed by Dot Blot,
which provides ease of application and can meet the needs routine detection L. xyli
subsp. xyli for monitoring and controlling the disease in the field.

Key-words: Saccharum sp., Ratoon Stunting Disease, PCR, Dot blot, EB-ELISA.
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1 INTRODUGAO

O raquitismo-das-soqueiras da cana-de-agucar causado pela bactéria
Leifsonia xyli subsp. xyli (DAVIS; PURCEL; THOMSON, 1980, DAVIS; GILLASPIE
Jr.; VIDAVER, 1984; EVTUSHENKO et al., 2000) é considerada uma das mais
importantes da cultura (JAMES, 1996). E encontrada na maioria das areas cultivadas
com cana-de-agucar. O agente causal caracteriza-se por sobreviver nos colmos de
cana-de-agucar e nas touceiras, de um ciclo para outro da cultura.

Nas variedades mais suscetiveis podem-se observar internamente, na base
de colmos maduros, vasos com a coloragdo variando de alaranjado-claro a
vermelho-escuro, podendo-se observar “virgulas” e tragos ou pontos nas partes mais
profundas do colmo (STEINDL, 1961). A auséncia de sintomas internos n&o indica
sanidade do material, esses sintomas s6 podem ser observados em variedades
suscetiveis (TOKESHI; RAGO, 2005) e os sintomas externos podem ser confundidos
por varios fatores, incluindo praticas culturais, estresse hidrico e deficiéncia
nutricional (GILLASPIE; TEAKLE, 1989). A falta de sintomas caracteristicos e
especificos foi o principal motivo para a disseminacao de L. xyli subsp. xyli em todas
as regides canavieiras do mundo (CARDOSO, 1986) e pelo mesmo motivo, a
diagnose da doenga s6 pode ser feita pela deteccao do patéogeno (SANGUINO;
MORAES; SANTOS FILHO, 1984; SANGUINO, 1998).

Um dos maiores problemas para as pesquisas e controle do raquitismo-das-
soqueiras é o diagnostico preciso (SANGUINO, 1998). A avaliacdo dos materiais
genéticos baseada em sintomas visuais em campo pode conduzir a falsos resultados
uma vez que a expressao dos sintomas externos depende de varios fatores,
principalmente das condigbes ambientais. Ha necessidade de testes de deteccéo
precisos do patdégeno para auxiliar no processo de avaliagdo de clones e ou
genotipos resistentes ou tolerantes a doenga, e para orientar na adogao de medidas
de controle.

O diagnéstico confiavel e preciso € dependente da sensibilidade do método
utilizado e da coleta correta das amostras no local onde a bactéria encontra-se em
maior concentragao na planta (GRISHAN, 2004; HOY; GRISHAM; DAMANN, 1999).
Com os avangos da pesquisa nessa area, algumas técnicas tém sido utilizadas para

a deteccao do patodgeno e classificacdo dos clones quanto a resisténcia ao RSD;
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como: microscopia de contraste de fase (BAILEY, 1977), contagem direta de
anticorpo fluorescente (fluorescent-antibody-direct-count-FADC) em filtros (DAVIS,
1985), através de marcagdo imunoenzimatica pelo método TB-EIA (Tissue-blot
enzyme immunoassay) (HARRISON; DAVIS, 1988) que ¢é a técnica mais comumente
utilizada para monitoramento na Louisiana, ela permite contar o numero de tubos
vasculares colonizados pela bactéria em impressdes de toletes ou nervuras de
folhas em membrana de nitrocelulose (DAVIS et al., 1994, HOY; GRISHAM;
DAMANN, 1999), contudo sdo metodologias dificeis e demoradas. Mais
recentemente ou as técnicas estdo sendo usadas: EB-ELISA (evaporative-binding
enzyme-linked immunoassay) que é o ensaio de evaporagdao de ligacéo
imunoenzimatica direta (GILLASPIE, 1978; CROFT et al., 1994; HOY; GRISHAM,;
DAMANN, 1999; CROFT, 2002; ), Dot blot (“Dot blot enzyme immunoassay”)
(HARRISON; DAVIS, 1986; HARRISON; DAVIS, 1988; HOY; GRISHAM; DAMANN,
1999). Hoy, Grisham e Damann (1999) consideraram o método TB-EIA como o mais
exato Dot blot e EB-EIA como os menos sensiveis e o método de autofluorescéncia
alcalino-Induzido do metaxilema (AIMA) como menos exato para a deteccéo de L.
xyli subsp. xyli. Hd também o método de Reagao em Cadeia de Polimerase - PCR
(PAN; GRISHAM; BURNER, 1998) que utiliza iniciadores especificos derivados da
regidao 16S e 23S do rRNA (FEGAN; CROFT; TEAKLE, 1998) e a mais recente
técnica de detecgdo testada que foi o PCR em tempo real (GRISHAM; PAN;
RICHARD, 2007) e que pode detectar e quantificar a bactéria em extratos de folhas
das plantas anteriormente a formagao de colmos.

Dentre os métodos de deteccdo estudados, o teste ELISA (Enzyme Linked
Imunosorbent Assay) tem diversas aplicagdes e vem sendo utilizado por mais de 25
anos, utiliza anticorpos contra a bactéria (LIMA, 2008), sendo considerado o teste
mais sensivel e, portanto bastante eficaz. Esta técnica tem como vantagens a sua
simplicidade e rapidez na obtencdo dos resultados (SILVA; REIS, 2005). Além da
deteccao, por meio desta técnica também possivel quantificar a bteria nos tecidos
vegetais. A especificidade dessa prova € garantida principalmente pela qualidade do
antigeno adsorvido & placa (MADRUGA; ARAUJO; SOARES, 2001).

A analise por PCR €& um método de amplificagao rapida de fragmentos-alvo
especificos no DNA, permite analise ndo s6 de DNA puro da bactéria como também
de células de extratos de planta, conteudo liquido dos vasos condutores e colbnias

em placa ou meio de cultura liquido. E altamente sensivel, conseguedetectar nivel de
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10" células/ml (GAGLIARDI; PACE; FERREIRA, 2006), mas ndo é uma técnica
utilizada rotineiramente (TOKESHI; RAGO, 2005; FEGAN; CROFT; TEAKLE, 1998;
PAN; GRISHAM; BURNER, 1998). Ensaios de PCR demonstraram ser mais
sensiveis e podem ser utilizados em situacdes de necessidade de quarentena.

Para o método de detecgao por Dot blot (Dot blot enzyme immunoassay) faz-
se necessaria a producdo de anticorpo especifico que os liga especificamente ao
patogeno. Este método tem nivel de deteccdo estimado em 2 x 10° células
bacterianas/ml, é barata e apresenta como vantagem o fato da leitura dos resultados
ser rapida e direta, sem a necessidade de equipamentos especiais, a seiva do
xilema pode ser coletada em locais distantes dolocal da analise. E o método de
diagnose do raquitismo-das-soqueiras mais utilizado para orientar na renovagao de
viveiros, para monitorar a disseminagcdo em areas comerciais de cana no Brasil e
comprovar a necessidade da utilizagdo do tratamento térmico (GAGLIARDI; PACE;
FERREIRA, 2006). Apesar de a técnica ser pouco sensivel comparada a
imunofluorescéncia e ao PCR, ela é suficientemente sensivel para orientar a
necessidade do tratamento térmico do material propagativo (CARNEIRO Jr. et al.,
2004).

O objetivo deste trabalho foi comparar os métodos de Dot blot, PCR e EB-

ELISA na detecgao de Leifsonia xyli subsp. xyli.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO DO LOCAL

O experimento foi conduzido a campo, nos anos agricolas de 2007/2008 e
2008/2009 na Estagao Experimental de Paranavai, do Setor de Ciéncias Agrarias
(SCA), da UFPR localizada no municipio de Paranavai, PR, regidao Noroeste do
Estado, entre as coordenadas 23°50'05 de latitude Sul e 52°26' de longitude Oeste,
com altitude média de 470 m.

O local apresenta clima tipo Cfa, conforme classificagdo de Koppen,
subtropical, com temperatura média no més mais frio inferior a 18°C (mesotérmico) e
temperatura média no més mais quente acima de 22°C, com verdes quentes,
geadas pouco frequentes e tendéncia de concentracdo das chuvas nos meses de
verao, contudo sem estacdo seca definida e precipitacdo média anual de 1.300 a
1.400 mm (IAPAR, 1994).

O experimento foi instalado em solo tipo Latossolo Vermelho Distrofico (LVd-
1), com relevo suave ondulado. Sdo solos muito profundos, formados a partir de
materiais derivados de arenitos, com sequéncia de horizontes A, B, C pouco
diferenciados, coloracdo vermelha escura, porosos, muito friaveis, fortemente
drenados, baixa fertilidade natural, acidos, mas de baixo a médio teor de aluminio
trocavel e saturacao de bases baixa (EMBRAPA, 1999).

Os dados para comporem os balancos hidricos foram obtidos da estagao
meteorolégica do IAPAR/SIMEPAR, no municipio de Paranavai, PR, entre os
periodos de maio de 2007 a abril de 2009.

2.2 CONDUGAO DO EXPERIMENTO

Os gendtipos foram dispostos em dois sulcos de 5 metros de comprimento,
1,40 metros entre sulcos, profundidade de 20 a 25 cm.

O plantio dos gendtipos de cana-de-agucar foi realizado em maio de 2007 e
as amostras para analise de detecgdo do patégeno pelo método Dot blot foram

coletadas em maio de 2008 e junho de 2009.
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No preparo do solo, foram realizadas duas gradagens, sendo a primeira
realizada com grade aradora e a segunda, com grade niveladora. Em seguida foi
feito o sulcamento para o plantio dos colmos. A adubacéo utilizada foi 20 kg ha' de
N, 100 kg ha™ de K,O e 100 kg ha™' de P,Os.

O plantio foi manual (convencional), onde os toletes com trés gemas foram
distribuidos dentro dos sulcos, sendo colocadas 18 gemas por metro linear. Entre os
gendtipos analisados foi plantada uma linha intercalar do padrao suscetivel SP77-
5181.

2.3 GENOTIPOS UTILIZADOS

Os gendtipos utilizados, seus parentais e a fase de exploragdo agronémica
estdo relacionados na Tabela 1. A escolha desses gendtipos foi baseada nos
resultados de produtividades anteriormente obtidas pelo Programa de melhoramento

genético de cana-de-agucar (PMGCA), da Universidade Federal do Parana.



80

TABELA 1 - Genotipos de cana-de-acucar avaliados quanto a reacado ao raquitismo-
das-soqueiras, seus parentais e fase de exploracdo agronémica.
Paranavai, PR.

Genoétipo Familias™ Fase de exploragao agronémica
Feminino Masculino

1 RB946903 RB765418 X  RB72454 Variedade liberada pela RIDESA
2 RB956911 RB855206 X RB855035 Variedade liberada pela RIDESA
3 RB965902 RB855536 X RB855453 Variedade liberada pela RIDESA
4 RB966928 RB855156 X RB815690 Variedade liberada pela RIDESA
5 RB975932 SP80-165 X RB855206 Gendtipo em fase de experimentagéo
6 RB976933 RB855176 X RB735200 Gendtipo em fase de experimentagéo
7 RB937570 RB72454 X SP70-1143 Variedade liberada pela RIDESA
8 RB965518 RB855536 X NA73-1454 Gendtipo em fase de experimentagéo
9 RB965517 RB835089 X ? Gendtipo em fase de experimentagéo
10 RB965602 RB855536 X RB855063 Gendtipo em fase de experimentagéo
1 RB946016 RB855511 X RB855077 Gendétipo em fase de experimentagéo
12 RB72454 CP53-76 X ? Variedade liberada pela PLANALSUCAR
13 RB835054 RB72454 X NA56-79 Variedade liberada pela RIDESA
14 RB925345 H59-1966 X ? Variedade liberada pela RIDESA
15 RB925211 RB855206 X ? Variedade liberada pela RIDESA
16 RB845210 RB72454 X SP70-1143 Variedade liberada pela RIDESA
17 RB935744 RB835089 X RB765418 Variedade liberada pela RIDESA
18 RB986419 RB72454 X RB835486 Gendtipo em fase de experimentagéo
19 RB965911 RB855546 X ? Gendtipo em fase de experimentagéo
20 RB935621 RB835089 X SP70-1143 Gendtipo em fase de experimentagéo
21 SP77-5181 H40-1184 X ? Variedade liberada pela COPERSUCAR

* Genitores femininos e masculinos utilizados nos cruzamentos biparentais de cana-de-agucar.

2.4 PREPARO DO INOCULO E INOCULAGAO DOS TOLETES

A inoculacao dos toletes foi feita com suspensao bacteriana obtida a partir da
seiva extraida de plantas infectadas da variedade SP77-5181 (padrao suscetivel)
diluida em agua na proporgao 1:5. Testes preliminares indicaram que este tipo de
inoculacao foi mais eficiente quando comparada com a inoculagdo com suspensao
bacteriana a partir de col6nias produzidas em laboratério e aplicada pelo método de
corte de folhas de Kauffman et al., 1973. Os toletes foram colocados em sacos
plasticos perfurados e permaneceram mergulhados na solugdo durante 10 minutos
(Figura 1), apds esse periodo foram plantados no campo segundo metodologia
descrita por Ros (2004).
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FIGURA 1 — Preparo do inéculo e inoculagdo de toletes com Leifsonia xyli subsp.
xyli. (A) Obtencao do fluido vascular de colmos da variedade SP77-
5181 infectada; (B) fluido contaminado; (C) colmos em sacos plasticos
perfurados em suspensdo do inéculo na proporgdo 1/5 em agua por
dez minutos e (D) campo onde foram plantados os colmos ja
inoculados.
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2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento utilizado foi de blocos ao acaso em parcela subdividida, com
duas repeticbes. Os tratamentos foram constiutidos de 20 gendtipos inoculados e

sem inoculagéo (controle).

2.6 COLETA DE AMOSTRAS PARA ANALISE DE DETECGCAO DO PATOGENO

Na colheita da cana planta em junho de 2008, foram coletadas duas amostras
compostas, formadas por sub amostras retiradas de 10 colmos de cada genétipo nos
tratamentos: controle e inoculado, através da quebra das canas na base. Apos a
coleta os colmos foram levados para o Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Universidade Estadual de Maringa (UEM) para realizagdo das analises de deteccao
de Leifsonia xyli subsp. xyli, por meio dos métodos: Dot blot, EB-ELISA e PCR. Com
auxilio de um furador (Figura 2A) foi retirado, da regido central do colmo, o tecido
fibrovascular na forma de segmentos cilindricos, do terceiro internddio basal, com 1
cm de didmetro e 10 cm de comprimento. Estes segmentos foram acondicionados
em microtubos de 1,5 mL (Figura 2C), centrifugados por 5 minutos, a 12.000 rpm em
microcentrifuga Hsiangtai®. e o extrato resultante foi congelado e armazenado a
temperatura de -20° C (CARNEIRO Jr. et al., 2003).
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FIGURA 2 — Extracdo tecido fibrovascular das amostras de cana-de-agucar: (A)
amostra de colmo de cana-de-agucar e extrator tipo furador de rolhas.
(B) Extracdo do tecido fibrovascular. (C) Amostra acondicionada em
microtubo.

Em junho de 2009 em cana soca foi realizada a coleta de amostras para
deteccdo do patdgeno através da coleta de 10 amostras simples do fluido vascular
de 10 colmos de cada gendtipo dos tratamentos controle e inoculado, totalizando
400 amostras simples.

Devido a dificuldade de extracédo de fluido vascular em quantidade suficiente
para os trés métodos de detecgado, apresentada na coleta realizada em 2008, em
junho de 2009 foi utilizado o seguinte procedimento para a coleta: os colmos foram
coletados através da quebra das canas na base e limpos com pano umido (Figura
3A), e devidamente identificados (Figura 3 B), sendo realizado um corte em bisel na
parte superior € um corte transversal na parte inferior, para facilitar o encaixe do
colmo e o escorrimento do fluido vascular para o microtubo (Figura 3C), logo apds
foi iniciada a extracdo de aproximadamente 1000 pL de fluido vascular entre o
segundo e terceiro entrend da base para o apice com auxilio de um compressor de
baixa pressdo, adaptado com uma teteira de borracha (tipo ordenhadeira) na
extremidade da mangueira afim de facilitar o procedimento de extragao (Figura 3D).
A coleta foi realizada no campo e o conteudo foi acondicionado em microtubos
contendo duas gotas de solugdo estabilizadora de digluconato de clorexidina a

0,02% (Figura 3F) e acondicionados em isopor com gelo.
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Posteriormente o conteudo foi dividido em trés partes iguais (400
amostras/método de detecgdo), acondicionadas em microtubos de 1500 pL e
encaminhadas para o Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual de
Maringa (UEM) para realizagao do teste de EB-ELISA, para a realizagao do teste de
Dot blot para o laboratorio de Biotecnologia Vegetal da Universidade Federal do
Parana e as amostras para a realizagao do teste de PCR foram encaminhadas para
o Laboratdrio de Biologia Molecular do Centro de Diagndstico Marcos Enrietti. Até a
realizacdo dos testes de Dot blot, EB-ELISA e PCR as amostras permaneceram

armazenadas a -20° C.
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FIGURA 3 — Coleta de amostras do fluido vascular de colmos para a detecgado de
Leifsonia xyli subsp. xyli por meio dos métodos Dot Blot, EB-ELISA e
PCR. A - limpeza do colmo com pano umido em hipoclorito de sédio
[HCLOYJ; B - feixe de cana identificado; C - colmo cortado em bisel; D -
compressor de baixa compressdo adaptado de teteira de borracha
(tipo ordenhadeira); E - extragcdo e acondicionamento do fluido em
microtubo; F - adicdo de duas gotas de solugcido estabilizadora de
digluconato de clorexidina a 0,02%.

2.7 ANALISES DE DETECCAO DO PATOGENO

2.7.1 Analise pelo método Dot blot

Foi utilizado anti-soro policlonal especifico contra L. xyli subsp. xyli produzido
por Carneiro Jr. et al. (2004). Antes da fixacdo dos extratos nas membranas de
nitrocelulose de 0,2 um, os mesmos foram descongelados a temperatura ambiente.
Cada membrana recebeu um total de 40 amostras, os padrdes consistiram de

suspensdes de bactérias L. xyli subsp. xyli, seiva de cana-de-agucar doente da
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variedade SP77-5181 cuja presenga da bactéria foi confirmada em ensaio soroldgico
prévio e seiva de cana-de-agucar doente diluida 10 vezes em agua destilada e para
o controle negativo somente agua destilada.

O ensaio sorolégico iniciou-se com a hidratagdo da membrana de
nitrocelulose (Sigma®) em agua ultra pura (Mili-Q) por 10 min. Foram aplicadas as
amostras (duas repeticdes para cada amostra) na membrana montada sobre suporte
utilizando bomba de vacuo e incubada a 80 °C durante 1 hora e apds foram
colocados os padrdes (positivos e negativos). Em seguida, bloqueou-se a membrana
sob agitagdo por 60 min em solugdo tampao TS (Tris 100 mM, NaCl 1,5 M, Tween-
20 0,5% pH 7,4) com 0,1 % de leite desnatado em p6 (Molico®). Na sequéncia a
membrana foi lavada em solucdo TS, 10 min/3vezes e apdés a membrana foi
incubada por 60 min em solugédo do anti-soro primario diluido (1: 20.000 em tampéao
TS com 0,1% de leite). Apds esse periodo, lavou-se a membrana em tampéo TS, 10
min/3vezes. Em seguida a membrana foi incubada por 120 min na presencga de anti-
soro secundario de cabra contra IgG de coelho, diluido 1:20.000 em solugao tampao
TS com 0,1% de leite em p6. A membrana foi lavada por 10 min/3vezes em solugao
TS e por 15 minutos em solugdo tampao PBS fosfato 1M salino (NaCl 0,8%). O
processo sorolégico foi finalizado incubando-se (no escuro) a membrana por 20 min
em solucao reveladora (0,3 g Napthol-as-phosphate, 5 mL N Dimethyl formamide, 24
g Tris-base, 0,1 g Fast blue pH 9,1). Apds a incubagao, a membrana foi lavada em
agua corrente e com hipoclorito de sodio (2%) por 20 min para remogao de manchas
residuais. Todo o processo sorolégico foi conduzido sob agitagcdo (60 rpm), a
temperatura ambiente (HARISSON; DAVIS, 1986, modificada conforme CARNEIRO
Jr. et al., 2004).

2.7.2 Analise pelo método EB-ELISA

O fluido obtido do colmo da cana-de-agucar foi centrifugado a 3000 rpm por
30 minutos, apods foi ressuspendido o pellet em 300 yL de tamp&o Na,COs3 (pH 9,6) e
adicionado em placas de Elisa. Foi realizada a aplicacdo de 100 yL em cada orificio
com trés repeticoes deixando-se trés orificios sem amostra para aplicar, somente o
tampao Na,COg3 (controle negativo) e a placa foi centrifugada a 3000 rpm por 20

minutos. O sobrenadante foi removido e adicionou-se 200 pl de tampéo Na,CO; (pH
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9,6) ao pellet que foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos e colocado 24 horas de
incubagédo para entédo fazer o procedimento do ELISA Indireto.

Para a realizagdo do ELISA Indireto foram feitas trés lavagens da placa com
tampao PBS-Tween com intervalos de 2 minutos, a placa foi seca batendo-a no
papel toalha. Foi aplicado 100 pl de anti-soro primario (diluido em tampéo PBS 1 X)
em cada orificio. Foi entdo incubado a 38° C por 2 horas em camara umida e apos,
foi repetida a lavagem. Em cada orificio foi aplicado 100 ul de anti-soro secundario
(diluido em tampéao PBS 1 X) e lavado conforme citado anteriormente adicionando-se
substrato enzimatico, inclusive no controle. A leitura foi realizada em equipamento
Flex Station 3®, com intervalo de 20 minutos e comprimento de onda de 405 nm.

Para a determinagdo da presenga de L. xyli subsp. xyli foi utilizado um valor
critico, que foi obtido do valor de absorbancia da seiva extraida de cana
micropropagada (livre do patdégeno) multiplicado por dois. Para cada conjunto de
amostras colocadas no equipamento Flex Station 3® obteve-se uma leitura e um
valor critico diferente para a comparacdo dos resultados das amostras de cada
genotipo, quanto a presenga ou auséncia da bactéria. As amostras que
apresentaram valor de absorbancia acima do valor considerado critico foram

consideradas positivas para a presencga de L. xyli subsp. xyli.

2.7.3 Analise pelo método de PCR

Obtencao do DNA genémico

O DNA gendmico foi obtido através de centrifugagcéo de 100 pl das amostras
da seiva extraida do xilema por 10 minutos a 10.000 rpm, apds o sobrenadante foi
descartado. Ao ao pellet foi adicionado 100 pl de agua Milli-Q e novamente
centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm, sendo o sobrenadante novamente
descartado, o pellet foi ressuspendido em 100 ul de agua Milli-Q e as amostras
foram novamente centrifugadas a a 10.000 rpm por 10 minutos, seguido de.choque
térmico a 100° C por dois minutos e em seguida deixadas por 10 minutos em gelo
para entdo serem utilizadas ou congeladas a -20 °C até a sua utilizagao.

As amplificacdes das reacdes de PCR, foram realizadas utilizando o protocolo
descrito por Taylor et al. (2003). Foi adicionado 3 pyL de DNA (25 ng de

concentragdo), em tubos de PCR contendo a mistura de 2,5 pL de tampéao 10X, 2,5
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puL de MgCl; 50 mM, 4 yL de DNTPs 10 mM, 1 uL de Taq DNA polimerase, 2 uL de
oligonucleotideos Lxx C2F (5-CGAGTTTGGGTTTCTGCCTGC-3’), 2 uL de Lxx
C2R (5-AGGTGGCAGCGACAACGGTGC - 3’) e agua Milli-Q para um volume final
de 25 pL.

O termociclador foi configurado para desenvolver os seguintes ciclos: um ciclo
inicial a 96 °C por 5’, 35 ciclos de desnaturagao a 94° C por 15”, hibridizagao a 57° C
por 30” e extensdo a 72° C por 30”, com um ciclo final de extensao a 72° C durante
10’. A eficiéncia da amplificagdo e a quantificagdo da concentragdo e o tamanho do
fragmento amplificado foi realizada em gel de agarose [3%] em cuba de eletroforese,
marca Consort® e modelo E863. O gel de agarose foi mergulhado em tampéao 3% e
tampao TBE 1X (Tris-base 50 mM, acido bérico 50 mM e EDTA 1 mM pH 8,5). A
voltagem na cuba de eletroforese foi de 85 volts o gel foi corado com brometo de
etidio (5 pg.ml'1) e fotografado utilizando transluminador, marca Vilber format. O
tamanho dos fragmentos gerados foram estimados com base em comparag¢des com

marcador molecular 100 pb DNA Ladder.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANALISES DE DETECGCAO DO PATOGENO

3.3.1 Analise pelo método de Dot blot

Na avaliacdo da cana-planta para a detecgao de L. xyli subsp. xyli pelo teste
de Dot blot, pode-se constatar que dois gendtipos do tratamento inoculado
(RB925345 e RB975932) e um gendtipo do tratamento controle (RB946903)

apresentaram resultado positivo para L. xyli subsp. xyli (Figura 4).

Repeticdes
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
T
IB 046603 EB 965911 RE 946016 EE 965602 EE 935621 -
T A
R i1
& BB 965902 BB 965518 RE 927570 BB 925345 RE 72454 A
T i
A E
21 i
B RE 976233 RE 845210 RE 935744 RE 835054 RE 956911 i,
N o]
T
O RE 966028 RE 965517 RE 956415 RE 975932 REg25211 N
A
I ]
T
o EB965602 EE 935621 BB 946903 + EE 965511 KB 946016 |
C i}
1B . @]
1 RE 95345 4 BE 72454 RE 965502 BB 965518 BB 937570 ¢
A U
D E
O BB 835054 BB 956911 EE 976933 RE 245210 EE 935744 g
0
RE 975932 + RE 925211 RE 966928 BB 965517 RP 936419

FIGURA 4 — Membrana de nitrocelulose evidenciando reagdes soro-positivas para
Leifsonia xyli subsp. xyli (RB925345 e RB975932 tratamento inoculado
e RB946903 tratamento controle) em amostras de fluido vascular de 20
genotipos de cana-de-agucar com duas repeticdes, amostras coletadas
em 2008.
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Em cana soca, houve resultado positivo para a deteccdo da bactéria em 16
dos 20 gendtipos avaliados, n&o foi detectada a bactéria nos gendétipos: RB965518,
RB965517, RB72454 e RB975932. Nos gendtipos RB835054, RB925345,
RB946903 e RB976933 foi detectada L. xyli subsp. xyli em 100% das amostras
analisadas, nos demais gendtipos a porcentagem de amostras positivas variou entre
10 e 90%.

A incidéncia de L. xyli subsp. xyli foi de 10% no gendtipo RB946016, 20% no
genotipo RB935744, 30% nos gendtipos RB956911, RB966928 e RB845210, 50%
no gendtipo RB937570, 70% nos gendtipos RB965902, RB935621 e RB986419,
80% no gendtipo RB925211 e 90% nos gendtipos RB965911, RB965602.
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FIGURA 5 — Membranas de nitrocelulose evidenciando reagdes soro-positivas
(azuis) para Leifsonia xyli subsp. xyli em amostras do fluido vascular
de gendtipos de cana-de-agucar com 10 repeticdes, coletadas em
2009. Amostras do tratamento controle 1-10: RB72454, 2-20:
RB976933, 3-30: RB975932, 4-40: RB966928, 5-50: RB965911, 6-
60: RB956911, 7-70: RB946903, 8-80: RB925345, 9-90: RB925211,
90-100: RB965902 (A); Amostras do tratamento inoculado 1-10:
RB835054, 2-20: RB986419, 3-30: RB965602, 4-40: RB965518, 5-
50: RB965517, 6-60: RB946016, 7-70: RB937570, 8-80: RB935621,
9-90: RB935744, 90-100: RB845210 (B); Amostras do tratamento
inoculado 1-10: RB986419. 2-20: RB946016, 3-30: RB935744, 4-40:
RB965518, 5-50: RB937570, 6-60: RB72454, 7-70: RB845210, 8-80:
RB966928, 9-90: SP77-5181, 90-100: RB975932 (C); Amostras do
tratamento inoculado 1-10: RB835054. 2-20: RB925345, 3-30:
RB946903, 4-40: RB956911, 5-50: RB965902, 6-60: RB965911, 7-
70: RB925211, 8-80: RB965602, 9-90: RB935621, 90-100:
RB976933 (D).

3.3.2 Analise pelo método de EB-ELISA

Foram encontrados resultados soro-positivos para detecgcao de L. xyli subsp.
xyli nas amostras coletadas nos dois anos agricolas, nos tratamentos avaliados.
Em cana planta observou-se 13 resultados positivos no tratamento inoculado
com L. xyli subsp. xyli: RB925211, RB925345, RB966928, RB965902, RB946016,
RB935744, RB965517, RB937570, RB956911, RB986419, RB965911, RB965602 e
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RB975932, no tratamento controle foram encontrados quatro resultados positivos:
RB925211, RB965902, RB935744 e RB965518.

Em cana soca os gendtipos RB965902, RB935744, RB946903, RB937570,
RB956911, RB986419, RB965911, RB965602, RB975932, RB935621, RB72454 e
RB976933 do tratamento inoculado e os gendtipos RB925211, RB965517,
RB986419, RB965602 e RB835054 do tratamento controle apresentaram reacao
positiva para a presenca de L. xyli subsp. xyli. Os gendtipos RB925345, RB965902 e
RB965911 apresentaram valores de absorbancia elevados (maior que o dobro do
valor considerado critico) no tratamento controle e no tratamento inoculado os
gendtipos RB925345, RB935744, RB946903, RB986419, RB986419, RB965602,
RB835054 e RB976933 apresentaram elevado valor de absorbancia em relagdo ao
valor critco, consequentemente também elevada incidéncia do patdogeno nas

amostras (Tabela 2).
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TABELA 2 — Absorbancia medida pelo teste EB-ELISA em amostras de fluido
vascular de 20 gendtipos de cana-de-agucar e um gendtipo de cana-
de-agucar micropropagado para obtencao do valor critico (VC - valor
da amostra livre do patégeno multiplicado por dois) para comparagao
e obtencdo de amostras positivas para a presenca de Lxx nos
tratamentos controle e inoculado pela bactéria em cana planta
(2007/2008) e cana soca (2008/2009).

Absorbancia (nm) - cana planta Absorbancia (nm) - cana soca
Genétipo 2007/2008 2008/2009
Inoculado VC Controle VC Inoculado VC Controle VC
RB925211 0,0620 0,0160 + 0,0200 0,0160 + 0,0834 0,0910 - 0,0690 0,0437 +
RB925345 0,0485 0,0160 + 0,0120 0,0160 - 0,0389 0,0143 + 0,0088 0.0459 -
RB966928 0,0465 0,0160 + 0,0090 0,0160 - 0,0288 0,0437 - 0,0008 0.0459 -
RB965902 0,0335 0,0160 + 0,0200 0,0160 + 0,1158 0,0370 + 0,0232 0,0550 -
RB946016 0,0370 0,0160 + 0,0070 0,0160 - 0,0067 0,0319 - 0,0000 0.0459 -
RB935744 0,0235 0,0160 + 0,0190 0,0160 + 0,1936 0,1072 + 0,0023 0.0459 -
RB946903 0,0150 0,0160 - 0,0060 0,0160 - 0,0182 0,0143 + 0,0062 0.0459 -
RB965517 0,0245 0,0160 + 0,0055 0,0160 - 0,0789 0,1042 - 0,0451 0,0370 +
RB965518 0,0020 0,0160 - 0,0260 0,0160 + 0,0896 0,1042 - 0,0154 0,0560 -
RB937570 0,0215 0,0160 + 0,0035 0,0160 - 0,1192 0,1072 + 0,0085 0,0319 -
RB956911 0,0160 0,0160 + 0,0050 0,0160 - 0,0037 0,0025 + 0,0180 0,0550 -
RB986419 0,0215 0,0160 + 0,0010 0,0160 - 0,0677 0,0437 + 0,1140 0,0370 +
RB965911 0,0205 0,0160 + 0,0000 0,0160 - 0,0565 0,0143 + 0,0122 0,0550 -
RB845210 0,0155 0,0160 - 0,0045 0,0160 - 0,0084 0,0560 - 0,0261 0,0560 -
RB965602 0,0165 0,0160 + 0,0000 0,0160 - 0,1042 0,1042 + 0,0540 0,0060 +
RB975932 0,0160 0,0160 + 0,0005 0,0160 - 0,1526 0,0910 + 0,0365 0,0881 -
RB835054 0,0135 0,0160 - 0,0030 0,0160 - 0,0622 0,0881 - 0,0519 0.0459 +
RB935621 0,0000 0,0160 - 0,0115 0,0160 - 0,053 0,0910 + 0,0066 0.0459 -
RB72454 0,0075 0,0160 - 0,0000 0,0160 - 0,0028 0,0025 + 0,0086 0,0319 -
RB976933 0,0040 0,0160 - 0,0000 0,0160 - 0,0039 0,0025 + 0,0192 0.0459 -

VC — valor critico para identificagdo de amostras soropositivas; + positivo para a presencga da bactéria; - negativo para
a presenga da bactéria.

Esse teste é caracterizado ndo apenas pela sua capacidade qualitativa de
detectar a presenga do patdégeno, ele também tem capacidade de quantificar a
presenca de L. xyli subsp. xyli nas amostras fornecendo o valor de absorbancia,
sendo assim, quanto maior o valor de absorbancia, maior € a concentragdo da

bactéria nas amostras.
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3.3.3 Analise pelo método de PCR

Pela analise por PCR em 2008, semelhante ao verificado com o uso de Dot
blot, constatou-se que dois gendtipos do tratamento inoculado (RB925345 e
RB975932) e um gendtipo do tratamento controle (RB946903) apresentaram

resultado positivo para L. xyli subsp. xyli (Figura 6).

L 12C 13C 14C 15C 16C 17C 18C 19C 20C 8Cr L 113 Arad 107 144

L 1C 2€ 5C BC 7C 8C L 1L 2L AL BL 7L 8L 113 114
¥ ‘!;&_ v (e : | i

FIGURA 6 — Amplificagcdo de amostras de DNA gendmico extraido de células de
Leifsonia xyli subsp. xyli contidas no fluido vascular de gendtipos de
cana-de-agucar de cana-planta em 2008. Amostras do tratamento
controle: 1C - RB946903; 2C - RB966928; 5C - RB835054; 6C -
RB925345; 7C - RB965911; 8C - RB975932; 9C - RB956911; 10C -
RB976933; 11C - RB937570; 12C - RB986419; 13C - RB845210; 14C -
RB935744; 15C - RB72454; 16C - RB965602; 17C - RB965517; 18C -
RB935621; 19C - RB946016 e 20C - RB965518. Os gendtipos do
tratamento inoculado apresentaram a mesma sequencia do tratamento
controle (1 a 20L); L — Ladder (marcador de tamanho); B — Branco; 113
e Ara 4 - Controles positivos e Neg 1 e 2 - Controles negativos.
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Em cana soca, no tratamento inoculado, foram encontradas amostras
positivas nos gendtipos RB965517, RB946016, RB937570, RB965902 e RB925211.
As amostras que apresentaram resultado positivo formaram banda na mesma altura
do fragmento de 600 pb gerado pelo marcador molecular 100 pb DNA Ladder, sendo
que o fragmento amplificado para a deteccdo de L. xyli subsp. xyli é de
aproximadamente foi de 520 bp (Figura 7).

No tratamento controle, verificou-se resultado positivo para a presenga da

bactéria somente no gendtipo RB925211.
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FIGURA 7 — Amplificagdo de amostras de DNA gendmico extraido de células de
Leifsonia xyli subsp. xyli contidas no fluido vascular de gendtipos de
cana-de-acucar de cana-soca em 2009. Amostras do tratamento
controle: RB965602, RB965517 e RB946016 (A); Amostras do
tratamento controle: RB966928, RB965902 E RB925211 (B); Amostras
do tratamento controle: RB925211, RB925345, RB965902 e
tratamento inoculado: RB975932 (C). Bco — Branco; Cont. +: Controle
positivo e cont.: Controle negativo.
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3.3.4 Comparacao entre os métodos de detecgao

Considerando-se os resultados das analises pelos trés métodos de deteccao,
das 10 amostras coletadas de cada um dos 20 gendtipos, verificou-se que pelo teste
de EB-ELISA no tratamento inoculado os gendtipos RB925345 e RB965911
apresentaram-se com 80% de incidéncia de L. xyli subsp. xyli, RB935744, RB975932
e RB946903 com 70%; RB937570 com 60%; RB986419, RB965517, RB976933, e
RB956911 com 40%, RB835054, RB965602, RB935621 e RB965902 com 30%;
RB72454 com 25%; RB965518 e RB925211 e com 20%; RB946016 e RB966928
com 10% de incidéncia da bactéria e o gendtipo RB845210 ndo apresentou
incidéncia de L. xyli subsp. xyli. Os genoétipos RB986419, RB965602, RB965517,
RB976933 e RB925211 ndo inoculados com L. xyli subsp. xyli apresentaram-se com
maior porcentagem de incidéncia do que no tratamento inoculado pela bactéria
(Tabela 4).

A PCR, embora seja considerado o método de detecgdo mais sensivel, foi o
que apresentou o menor percentual de detecgdo. Concordando com esse resultado
Gao et al., (2008) utilizando os métodos de detecgao por PCR, Dot blot e EB-ELISA,
encontraram que o Dot blot e o EB-ELISA apresentaram acima de 90% de detecg¢ao
da bactéria com 90,3 e 93,5% respectivamente, contra 61% pelo PCR.

Pelo teste de Dot blot constatou-se que os gendétipos RB835054, RB925345,
RB946903 e RB976933 apresentaram 100% das amostras soro-positivas para a
presenca de L. xyli subsp. xyli, as amostras dos gendtipos RB956911 e RB965602
estavam com 90% e o gendtipo RB925211 com 80% de incidéncia de L. xyli subsp.
xyli, seguido pelos gendtipos RB965902, RB935621 e RB986419 com 70%,
RB937570 com 50%, RB956911, RB966928 e RB845210 com 30%, RB935744 com
20%, RB946016 com 10% de incidéncia e os gendtipos RB965518, RB965517,
RB72454 e RB975932 ndo apresentaram incidéncia de L. xyli subsp. xyli. Trés
genotipos do tratamento controle apresentaram resultado positivo para a presenca
da bactéria, sendo eles: RB946016, RB966928 e RB925211 (Tabela 3).
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TABELA 3 - Incidéncia de Leifsonia xyli subsp. xyli em 10 amostras do fluido
vascular de 20 gendtipos e padrao suscetivel SP77-5181 de cana-de-
acgucar analisadas pelos métodos de PCR, EB-ELISA e Dot blot, em

2009.
Dot Blot (%)

Genotipos Controle Inoculado Controle Inoculado Controle Inoculado
RB835054 0 0 70 30 0 100
RB986419 0 0 100 40 0 70
RB965602 0 0 80 30 0 90
RB965518 0 0 0 20 0 0
RB965517 0 10 50 40 0 0
RB946016 0 20 20 10 40 10
RB937570 0 10 0 60 0 50
RB935621 0 0 0 30 0 70
RB935744 0 0 0 70 0 20
RB845210 0 0 20 0 0 30

RB72454 0 0 0 25 20 0
RB976933 0 0 60 40 20 100
RB975932 0 0 0 70 0 0
RB966928 0 0 0 10 60 30
RB965911 0 0 40 80 0 90
RB965902 0 40 10 30 70 70
RB956911 0 0 0 40 0 30
RB946903 0 0 0 70 0 100
RB925345 0 0 0 80 0 100
RB925211 10 20 40 20 90 80
SP77-5181 20 30 70 100 80 100

Foram encontrados resultados positivos para a presenca da bactéria também

no tratamento controle, pelo método de EB-ELISA detectou-se sete gendtipos com

maior incidéncia da bactéria no tratamento controle do que no tratamento inoculado,

esse resultado foi inesperado ja que nao foi realizado inoculagdo nesse tratamento.

Uma explicacdo para esse fato pode ser a ocorréncia de reacdes falso positivas. A

técnica de deteccao pelo método EB-ELISA é considerada sensivel na deteccao de

diversos patégenos,

porém pode apresentar resultados falso-positivos como

encontrados por Hoy, Grisham e Damann (1999) que comparando cinco métodos de

deteccao (AIMA — autofluorescéncia alcalina induzida do metaxilema, EB-EIA, exame

microscopico da seiva do xilema, Dot blot e TB-EIA — “tissue blot enzyme

immunoassay”) para sensibilidade e exatiddo em oito cultivares de cana-de-agucar,
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encontraram resultados falso positivos em todos os testes, variando de 3 a 21% pelo
teste de Dot blot e de 2 a 6% para EB-EIA., 8 a 49% pelo teste AIMA, sendo que
este apresentou menor acuracia. Estes autores concluiram que o método TB-EIA foi
o melhor método, pois apresentou maior acuracia com baixo indice de falso positivo.
O gendtipo RB925345 além de apresentar maior incidéncia de gendtipos positivos
para a preseng¢a da bactéria no tratamento inoculado, apresentou também maior
concentragdo do patdogeno nas amostras e os gendtipos RB835054, RB986419,
RB965602 e RB976933 apesar de apresentarem menor incidéncia de genodtipos
positivos para a presenga da bactéria, apresentaram maior intensidade de L. xyli
subsp. xyli nas amostras positivas, com alto valor de absorbancia.

Pelo método PCR, no tratamento inoculado o genétipo que apresentou maior
incidéncia do patéogeno foi o RB965902 com 40%, seguido pelos gendtipos
RB946016 e RB925211 com 20% e RB937570 e RB965517 com 10% de amostras
com incidéncia, o restante dos gend6tipos ndo apresentaram incidéncia de fragmentos
de DNA do patdégeno. Dos gendtipos nao inoculados, verificou-se que somente o
RB925211 apresentou resultado positivo para a presencga da bactéria (Tabela 4).

O método EB-ELISA, apresentou o maior percentual de deteccdo com 73%
dos genotipos diagnosticados positivos,, seguido proximo pelo Dot blot com 55%. A
PCR, embora seja considerado o método de deteccdo mais sensivel, foi o que
apresentou o menor percentual de detecgdo com 15%. dos gendtipos diagnosticados
positivos (Figura 8 A). Do total de amostras analisadas apenas 3% apresentaram-se
positivas quando analisadas pelo teste de PCR, 33% pelo teste de Dot blot e 33%
pelo teste de EB-ELISA (Figura 8 B).
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FIGURA 8 — Incidéncia de reagbes positivas nos genotipos e nas amostras
analisadas. A - Porcentagem de gendtipos positivos para a presencga
de Leifsonia xyli subsp. xyli; B — Porcentagem de amostras positivas
para a presencga de Leifsonia xyli subsp. xyli avaliados pelos métodos
de deteccéo: Dot blot, EB-ELISA e PCR.

Quando comparados os resultados dos testes EB-ELISA com o PCR e o Dot
blot, verificou-se neste trabalho que o primeiro método detectou a bactéria em maior
numero de gendtipos e amostras analisadas. Resultados diferentes foram
observados por Taylor et al. (2003), em experimento comparando os meétodos de
deteccao por PCR, EB-ELISA e microscopia de contraste de fase verificaram que o
teste de diagnédstico por PCR foi mais sensivel que a técnica de EB-ELISA, sendo
que dois resultados de EB-ELISA para plantas infectadas deram a absorbancia entre

0.13 e 0.07 nm, as quais estavam abaixo do valor critico para presenca de L. xyli
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subsp. xyli, porém esses resultados foram confirmados positivos por meio de PCR e
microscopia de contraste de fase demonstrando maior sensibilidade destas técnicas.

Ao comparar métodos de diagnose (microscopia de contraste, dot-blot e PCR)
Gagliardi, Pace e Ferreira (2006), concluiu que a detecgdo por Dot blot permitiu
diferenciar quantitativamente as concentracdes dos niveis acima de 10° células/mL,
resultado semelhante ao do presente trabalho, e o PCR no nivel aproximado de 10’
células/ mL, resultado que indica que o Dot blot atende as necessidades de diagnose
apenas rotineiras e o PCR como método mais sensivel. Entretanto no presente
trabalho o numero de resultados positivos para a bactéria obtidos pelo teste de Dot
blot foi maior do que o teste de PCR, resultado indicativo de sua consideravel
sensibilidade para as condicdes estudadas.

A presenca de inibidores no fluido vascular da cana-de-agucar pode ser uma
das razdes pela qual amostras diagnosticadas positivas pelos métodos de Dot blot e
EB-ELISA n&o o foram pelo PCR (PAN; GRISHAM; BURNER, 1998). Como ja citado
anteriormente Taylor et al. (2003) encontraram maior sensibilidade pelo teste de
PCR em comparacao com EB-ELISA. O método de coleta utilizado pelos autores foi
também pela pressdo positiva sobre os feixes vasculares dos colmos, com a
diferenca que no presente trabalho foram adicionadas duas gotas de solugao
estabilizadora de digluconato de clorexidina a 0,02% as amostras, recomendada no
protocolo de coleta de amostras para o Dot Blot, a qual pode ter interferido no
resultado por PCR.

O teste EB-ELISA foi o que detectou maior numero de resultados positivos
nos genotipos dos tratamentos controle e inoculado, além do possivel efeito da
coleta da amostra que para os trés métodos de deteccgao foi realizada em uma unica
operagao, seguindo-se o protocolo de coleta de amostras para analise pelo Dot Blot,
Hoy, Grisham e Damann (1999) afirmam que no teste EB-ELISA podem ocorrer
resultados falso-positivos, contudo os autores ndo explicam as razées. O método de
PCR é considerado bastante sensivel na detec¢ao de patégenos (TOKESHI; RAGO,
2005), o que nao foi confirmado no presente trabalho. Também utilizando os
métodos de PCR e ELISA para a avaliagdo da resisténcia a Xylella fastidiosa em
germoplasma de tangerina e hibridos introduzidos da Italia e Corsega, foram
encontradas 30 variedades positivas no teste de Elisa e 18 variedades positivas no

teste de PCR, entretanto, as variedades que foram detectadas positivas para o
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patogeno pelo teste ELISA e ndo pelo PCR nao foram contadas como suscetiveis e,
sim, como falsos positivos.

O método que apresentou maior percentual de deteccao da bactéria foi o EB-
ELISA, este foi considerado nas condicdes do experimento o que apresentou maior
sensibilidade, podendo atender aos trabalhos de avaliagdo de gendtipos ao
raquitismo das soqueiras, seguido pelo Dot Blot que apresenta facilidade na
execucao podendo atender as necessidades rotineiras de deteccao de Leifsonia xyli
subsp. xyli. Além disso, o Dot Blot possui protocolo de coleta de amostras testado
por outros autores como Gagliardi (2008) e Gao et al. (2008) com facilidades de
coleta de amostras a campo.

Sugere-se que na continuidade da pesquisa possa ser utilizado o qPCR
(Real-Time Polymerase Chain Reaction, PCR em tempo real) que segundo Grisham,
Pan e Richard (2007) foi mais sensivel que o PCR tradicional e pode ser utilizado

em plantas jovens, anteriormente a formagao de colmos.
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4 CONCLUSOES

O método EB-ELISA, apresentou o maior percentual de detecgdo com 73%
dos gendtipos diagnosticados positivos, seguido pelo Dot blot com 55%. A PCR,
embora seja considerado o método de detecgdo mais sensivel, foi o que apresentou
o menor percentual de detecgdo com 15% dos gendtipos diagnosticados positivos.

O método EB-ELISA foi considerado nas condicbes do experimento o que
apresentou maior sensibilidade, podendo atender aos trabalhos de avaliacido de
genodtipos ao raquitismo das soqueiras, seguido pelo Dot Blot, o qual apresenta
facilidade na execucédo podendo atender as necessidades rotineiras de detecgao de
Leifsonia xyli subsp. xyli para fins de monitoramento e controle da doenga em

campo.
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CAPIiTULO 3

EFEITO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS NOS COMPONENTES DE
PRODUGAO DE CANA-DE-AGUCAR INFECTADAS PELO RAQUITISMO DAS
SOQUEIRAS
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RESUMO

A doenga raquitismo das soqueiras da cana-de-agucar (RSD) pode ser considerada
como uma das mais importantes na cultura. Um método alternativo de controle pode
ser o controle biolégico por meio de bactérias endofiticas, as quais sdo capazes de
colonizar os tecidos da planta hospedeira, competindo pelos mesmos sitios de
colonizagdo ou produzindo substancias capazes de acionar os mecanismos de
resisténcia do hospedeiro. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial adverso
causado pelas bactérias diazotrofica e endofiticas de cana-de-agucar: Azospirillum
brasiliense estirpe: AbV5 e Herbaspirillumn seropedicae estirpes SmR1 e HCC 103,
na colonizagao de Leifsonia xyli subsp. xyli, utilizando como referencial componentes
de producdo. E a avaliacdo da eficiéncia destas bactérias como inoculantes
bioldgicos, no incremento da produgdo da cana-de-agucar. O ensaio foi conduzido
na Estacdo Experimental de Paranavai, em cana de primeiro corte no ano de 2010.
Os tratamentos foram constituidos de plantas do gendtipo SP77-5181 inoculadas
com: 1. Azospirillum brasiliense estirpe AbV5 + Lxx; 2. Herbaspirillum seropedicae
estirpe SmR1 + Lxx; 3. Herbaspirillum seropedicae estirpe HCC103 + Lxx; 4. Lxx; 5.
Todas bactérias (A. brasiliense estirpe AbVS + H. seropedicae estirpes SmR1 e
HCC103 + Lxx); 6. Testemunha sem inoculagdo. Foram realizadas as avaliagbes
de: POL (pol cana), toneladas de POL por hectare (TPH), teor de fibra, massa de 1
colmo (M1C), numero de colmos por metro (NCM), estatura, diametro de colmos e
toneladas de cana por hectare (TCH) para cada tratamento e a detecgdo do
patogeno foi realizada pelo método Dot blot. O delineamento utilizado foi de blocos
ao acaso, com trés repeticoes e os resultados foram submetidos a analise de
variancia. Quanto ao efeito antagbnico, a Herbaspirillumn seropedicae estirpe
SmR1, mostrou-se como controlador biolégico potencial a colonizagao de Leifsonia
xyli subsp. xyli, baseando-se em evidéncias indiretas, como no aumento da massa
dos colmos e com tendéncia a maiores rendimentos de produgédo. Aparentemente a
bactéria Azospirillum brasiliense estirpe: AbV5 nao causou efeitos detectaveis nos
componentes de producédo do gendtipo de cana-de-agucar avaliados.

Palavras-chave: Saccharum sp, Herbaspirillum seropedicae, Azospirillum brasiliense,
bactérias endofiticas.
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ABSTRACT

Of ratoon stunting disease of sugar cane (RSD) can be considered as one of the
most important in the culture. An alternative method of control may be the biological
control by endophytic bacteria, which are able to colonize the tissues of host plants,
competing for the same sites of colonization or producing substances capable of
activating the mechanisms of host resistance. The aim of this study was to evaluate
the potential adverse caused by bacteria and diazotrophic endophytic sugarcane:
Azospirillum brasiliense strain: AbV5 and Herbaspirillumn seropedicae strains SMR1
and HCC 103, the colonization of Leifsonia xyli subsp. xyli, using as a benchmark
yield components. And the evaluation of the efficiency of these bacteria as biological
inoculants, in increasing the production of cane sugar. The test was conducted at the
Experimental Station Paranavai cane in the first cut in 2010. The treatments
consisted of plants of genotype SP77-5181 inoculated with: 1. Azospirillum
brasiliense strain AbV5 + Lxxl; 2. Herbaspirillum seropedicae strain SMR1 + Lxx; 3.
Herbaspirillum seropedicae strain HCC103 + Lxx; 4. Lxx; 5. All bacteria (A.
brasiliense strain AbV5 + H. seropedicae HCC103 and SMR1 strains + Lxx), 6. Non
inoculated treatment. Evaluations were made of: POL (POL cane), tons of POL per
hectare (TPH), fiber content, weight of a culm (M1C), number of stems per meter
(NCM), height, stalk diameter and tons of cane per hectare (TCH) for each treatment
and detection of the pathogen were analyzed by Dot blot. The design was a
randomized block design with three replications and the results were subjected to
analysis of variance. Regarding the antagonistic effect, the Herbaspirillumn
seropedicae SMR1 strain, showed potential as biological control of colonization
Leifsonia xyli subsp. xyli, based on indirect evidence, such as increasing the mass of
stalks and a tendency to higher production yields. Apparently the bacteria
Azospirillum brasiliense strain: AbV5 caused no detectable effects on yield
components of the genotypes of sugar cane evaluated.

Key-words: Saccharum sp., Herbaspirillum seropedicae, Azospirillum brasiliense,
endophytic bactéria.
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1 INTRODUGAO

Dentre os patdogenos mais importantes que atacam a cultura da cana-de-
agucar esta a bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli (DAVIS; PURCEL; THOMSON,
1980; DAVIS; GILLASPIE Jr.; VIDAVER, 1984; EVTUSHENKO et al., 2000),
classificagdo confirmada por Young et al., (2006), que corresponde a bactéria
causadora do raquitismo-da-soqueira (RSD - “Ratoon Stunting Disease”).
Classificada no grupo corineforme, € gran-positiva, aerdbica, pleomorfica e
fastidiosa, tém forma reta ou levemente curva e ocasionalmente inchada na ponta
ou no meio, sao bastonetes pleomdérficas de 0,25-0,25 uym por 1-4 uym (TEAKLE;
APPLETON; STEINDL, 1978).

As estratégias de controle do RSD visam evitar a entrada do inéculo inicial
(Xo) nas areas de producdo. A principal medida é por meio de resisténcia varietal
(COMSTOCK et al., 1997) e o emprego do tratamento térmico de toletes ou
minitoletes durante 50,5 °C por 2 h ou 52 °C por 30 min (MATSUOKA, 1971). Esta
pratica possui algumas limitagdes que desestimulam os produtores a emprega-la,
tais como: custos do equipamento e da mao-de-obra; perdas de gemas ocasionando
falhas na germinacédo, manutengao de viveiros primarios com sistemas adequados
de irrigacao e, principalmente, o reduzido efeito residual do tratamento que permite
uma nova reinfestacao da doenga, ja na primeira colheita. O raquitismo da soqueira
aumenta sua incidéncia numa mesma area de cana planta para soca em até 31%
(STEIB; FORBES; CHILTON, 1957), sendo o acréscimo na incidéncia de colmos
infectadas em média 10% ao ano (DAMANN; OLLIER, 1991). Em areas tratadas
termicamente, estima-se que apds cinco ou seis cortes a incidéncia de raquitismo
seja semelhante aos niveis iniciais de infeccdo (MATSUOKA, 1971, 1984). Outra
forma de controle do RSD, é por meio da produgado de mudas sadias por cultura de
meristema (LEE, 1988). Este método apresenta como vantagens: a qualidade
sanitaria das mudas, a facilidade no transporte, a homogeneidade do plantio e o
rapido acesso a cultivares recém-lancadas. Apesar dessas caracteristicas positivas,
o plantio de mudas micropropagadas é relativamente baixo, devido ao custo elevado

das mudas e necessidade de manutengao de viveiros primarios.
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Um método alternativo de controle do RSD pode ser o controle bioldgico, por
meio de bactérias endofiticas, as quais sao capazes de colonizar os tecidos da
planta hospedeira, competindo pelos mesmos sitios de colonizagdo com o patdégeno.
Podem também induzir resisténcia ou produzir bacteriocinas danosas ao patdgeno,
isto torna a aplicagcdo de endofiticos como agentes de biocontrole vantajosa,
possibilitando estender os efeitos benéficos do tratamento térmico e que variedades
com baixa resisténcia a doenga, mas com grande potencial produtivo, sejam
aproveitadas pelos programas de melhoramento e produtores (OLIVARES; REIS;
FACANHA, 2000).

Na cultura da cana-de-agucar, ja foram descritas varias espécies de bactérias
diazotroficas, essas bactérias sdo capazes de fixar nitrogénio do ar e algumas
colonizam o interior dos vasos do xilema da planta, podendo ocupar provavelmente
0s mesmos sitios de colonizagao que bactérias fitopatogénicas, como é o caso de L.
xyli subsp. xyli (OLIVARES; REIS; FACANHA, 2000). Apesar da constatagcdo da
capacidade de fixagdo do nitrogénio do ar e colonizagédo do interior dos vasos do
xilema da planta, apenas Carneiro Jr. (2006) avaliou o potencial de bactérias
diazotréficas endofiticas no controle do raquitismo da cana-de-agucar.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial adverso causado pelas
bactérias diazotréfica e endofiticas de cana-de-acucar: Azospirillum brasiliense
estirpe: AbV5 e Herbaspirilumn seropedicae estirpes SmR1 e HCC 103, na
colonizagao de Leifsonia xyli subsp. xyli, utilizando como referencial componentes
de producdo. E a avaliacdo da eficiéncia destas bactérias como inoculantes

bioldégicos, no incremento da producao da cana-de-agucar
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO DO LOCAL

O experimento foi conduzido a campo, nos anos agricolas de 2009/2010 na
Estacao Experimental de Paranavai, do Setor de Ciéncias Agrarias (SCA), da UFPR
localizada no municipio de Paranavai, PR, regido Noroeste do Estado, entre as
coordenadas 23°50'05 de latitude Sul e 52°26' de longitude Oeste, com altitude
média de 470 m.

O local apresenta clima tipo Cfa, conforme classificagdo de Koppen,
subtropical, com temperatura média no més mais frio inferior a 18 °C (mesotérmico)
e temperatura média no més mais quente acima de 22 °C, com verbdes quentes,
geadas pouco frequentes e tendéncia de concentracdo das chuvas nos meses de
verao, contudo sem estacdo seca definida e precipitacdo média anual de 1.300 a
1.400 mm (IAPAR, 1994).

O experimento foi instalado em solo tipo Latossolo Vermelho Distrofico (LVd-
1), com relevo suave ondulado. Sdo solos muito profundos, formados a partir de
materiais derivados de arenitos, com sequéncia de horizontes A, B, C pouco
diferenciados, coloracdo vermelha escura, porosos, muito friaveis, fortemente
drenados, baixa fertilidade natural, acidos, mas de baixo a médio teor de aluminio
trocavel e saturacao de bases baixa (EMBRAPA, 1999).

2.2 PREPARO DO INOCULO E INOCULAGAO DAS PLANTULAS

Os isolados bacterianos endofiticos foram cedidos pelo Nucleo de Fixagao de
Nitrogénio do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR. Para o
cultivo foi utilizado meio NFbHP semi-sdlido, obtido misturando-se meio sdlido e
liquido na propor¢do 1/9 no momento do uso (PEDROSA; YATES, 1984).

Os toletes utilizados no experimento foram oriundos da variedade SP77-5181,
tratados termicamente antes do plantio (1° corte), plantados em bandejas com
substrato a base de vermiculita em abril de 2009 e mantidos em viveiro-telado

(sombrite 50%). Decorridos 50 dias as plantulas foram inoculadas com as bactérias:
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Azospirillum brasilense (estirpe AbV5) e Herbaspirillum seropedicae (estirpes SmR1
e HCC 103), com o uso de seringa contendo 0,5 ml do meio com o indculo
previamente padronizado quanto ao numero mais provavel (NMP) de col6nias
(concentracéo de 3x10'° ufc/mL), aplicado no colo das plantulas (Figura 1).

A bactéria Leifsonia xyli. subsp. xyli (causadora do RSD) foi inoculada aos
140 dias do transplantio, por meio da poda das folhas basais com tesoura pré-
imersa em seiva contaminada da variedade SP77-5181, altamente suscetivel e
comprovadamente infectada por Lxx, pelo teste soroldgico de Dot Blot (CARNEIRO
JR., 2001).

Uma semana apos a inoculagdo as plantulas foram transplantadas para o
campo. O plantio foi realizado em sulcos de 5 metros de comprimento, 1,40 metros
entre sulcos com profundidade de 20 a 25 cm e o0 espagamento entre covas foi de
0,5 metro.

No preparo do solo, foram realizadas duas gradagens, sendo a primeira
realizada com grade aradora e a segunda, com grade niveladora. Em seguida foi
feito o sulcamento para o plantio das plantulas. A adubacgéao utilizada foi 20 kg ha
de N, 100 kg ha™ de K,O e 100 kg ha™' de P,Os.



113

Figura 1 — (A) Pléantulas de cana-de-agucar com 50 dias; (B) Inoculagdo de plantula
de cana-de-agucar com as bactérias Azospirillum brasilense estirpes
AbV5 e Herbaspirillumn seropedicae estirpes: SmR1 e HCC 103 para a
avaliagcdo do efeito na sanidade e nos componentes de produgao
causado por Leifsonia xyli subsp. xyli.

2.3 TRATAMENTOS

Os tratamentos foram constituidos de plantas da variedade SP77-5181
inoculadas com:
1. Azospirillum brasilense estirpe AbV5 + Lxx
2. Herbaspirillum seropedicae estirpoe SmR1 + Lxx
3. Herbaspirillum seropedicae estirpe HCC103 + Lxx
4. Leifsonia xyli subsp. xyli
5. Todas bactérias: Azospirillum brasilense AbV5 + Herbaspirillum seropedicae
SmR1 + Herbaspirillum seropedicae HCC103 + Lxx

6. Testemunha sem inoculagao (TE).
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2.4 AVALIACOES DOS COMPONENTES DE PRODUGAO

Foram avaliados POL (pol cana), toneladas de POL por hectare (TPH), teor de

fibra (realizadas no Laboratério de analises tecnoldgicas da Usina Alto Alegre

localizada no municipio de Colorado, PR), massa de 1 colmo (M1C), numero de

colmos por metro (NCM), estatura, didmetro de colmos e toneladas de cana por

hectare (TCH) descritos em seguida:

POL: o teor de POL na cana foi obtido por meio da seguinte formula:
Pol = (a/c +1-0,01xFib,), em que a=1000g H,0, c=500g de cana, s

refere-se ao pol no extrato do digestor, onde, s =L, x(0,2605 -0,001x b) e

Ly corresponde a leitura sacarimétrica do extrato e b ao brix % extrato do
digestor, Fiby ao teor de fibra da cana obtida pelo método do digestor.
TPH: determinado em func¢ao da tonelada de cana por hectare e o teor de
POL cana, conforme descreve a formula a seguir: TPH= (TCH x POL) /
100.

Teor de fibra — O teor de fibra, que é a matéria insoluvel em agua contida
na cana-de-acucar, foi determinada a partir da pesagem do bolo de
bagaco umido (PBU) obtido apds a prensagem de uma amostra de cana
desfibrada para a extragao da seiva, utilizando a seguinte formula: F=0,08
x PBU + 0,876, onde o PBU é o peso de bagago umido da prensa em
gramas (Consecana, 1998).

M1C: foi calculado em funcdo da média de trés pesagens de dez (10)
colmos por parcela (kg), obtido por M10C/10.

NCM: foi obtido em cada parcela contando o numero de colmos das duas
linhas centrais, dividindo-se pelo numero de metros lineares.

Estatura — foi obtida medindo-se 10 colmos por tratamento, da base até a
altura da folha + 1.

Diadmetro — foi obtido pela medi¢cdo de 10 amostras de colmos na porg¢ao
mediana da planta com o auxilio do paquimetro.

TCH: estimado em fungdo da massa média de um colmo da parcela, em
kg, o numero total de colmos presentes nas respectivas parcelas e um
fator que é em funcao do espagcamento de plantio, conforme evidencia a
seguinte formula: TCH = (M1C x NCM) x 7,148/1,40. Sendo que 1,00
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refere-se a um metro linear de sulco e 1,10 (m), ao espagamento entre

sulcos.

2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento utilizado foi de blocos ao acaso, com trés repeticbes e os
dados resultantes foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) utilizando-se o
Software SISVAR 5.3 (Ferreira, 2000) e as médias comparadas pelo teste de Scott
knott a 5 %.

2.6 COLETA DE AMOSTRAS PARA ANALISE DE DETECCAO DO PATOGENO

O ensaio foi instalado em junho de 2009 e as amostras para analise de
deteccao da bactéria causadora do raquitismo foram colhidas das plantas aos 11
meses de idade em maio de 2010.

Os colmos coletados e limpos com pano umido foram devidamente
identificados, sendo realizado um corte em bisel na parte superior € um corte
transversal na parte inferior, para facilitar o encaixe do colmo e o escorrimento do
fluido vascular para o microtubo, logo apés, foi imediatamente iniciada a extragao de
aproximadamente 1000 pL de fluido vascular entre o segundo e terceiro entrend da
base para o apice com auxilio de um compressor de baixa pressao, adaptado com
uma teteira de borracha (tipo ordenhadeira) na extremidade da mangueira afim de
facilitar o procedimento de extracdo. Foram coletadas 10 amostras para cada
tratamento e reticdo, totalizando 180 amostras que foram acondicionadas em
microtubos de 1500 pL, contendo duas gotas de solugdo estabilizadora de
digluconato de clorexidina a 0,02%, acondicionados em isopor com gelo e
posteriormente o conteudo foi levado para o Laboratério de Fitopatologia da

Universidade Federal do Parana.
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2.7 ANALISE DE DETECCAO DO PATOGENO

Foi utilizado anti-soro policlonal especifico contra Leifsonia xyli subsp. xyli
produzido por Carneiro Jr., Silveira e Souza Filho, (2006). Antes da fixagao dos
extratos nas membranas de nitrocelulose de 0,2 um, os mesmos foram
descongelados a temperatura ambiente. Cada membrana recebeu um total de 40
amostras, os padrdes consistiram de suspensdes de bactérias, seiva de cana-de-
agucar doente da variedade SP77-5181 cuja presenga da bactéria foi confirmada em
ensaio sorologico prévio e seiva de cana-de-agucar doente diluida 10 vezes em agua
destilada e somente agua destilada (controle negativo).

O ensaio sorolégico iniciou-se com a hidratagdo da membrana de
nitrocelulose (Sigma®) em agua ultra pura (Mili-Q) por 10 min. Foram aplicadas as
amostras (duas repeticdes para cada amostra) na membrana montada sobre suporte
utilizando bomba de vacuo e incubada a 80 °C durante 1 hora e apds foram
colocados os padrdes (positivos e negativos). Em seguida, bloqueou-se a membrana
sob agitagao por 60 min em solugao tampao TS (Tris 100 mM, NaCl 1,5 M, Tween-
20 0,5 % pH 7,4) com 0,1 % de leite desnatado em p6 (Molico®). Na sequéncia a
membrana foi lavada em solugdo TS, trés vezes, por 10 min cada e apds a
membrana foi incubada por 60 min em solugdo do anti-soro primario diluido (1:
20.000 em tampao TS com 0,1 % de leite). Apds esse periodo, lavou-se a membrana
em tampao TS, por trés vezes, durante 10 min cada. Em seguida a membrana foi
incubada por 120 min na presenga de anti-soro secundario de cabra contra IgG de
coelho, diluido 1:20.000 em solugcdo tampdo TS com 0,1 % de leite em pd6. A
membrana foi lavada por trés vezes em solugcédo TS por 10 minutos e por 15 minutos
em solucao tampao PBS fosfato 1M salino (NaCl 0,8 %). O processo sorolégico foi
finalizado incubando-se (no escuro) a membrana por 20 min em solugéo reveladora
(0,3 g Napthol-as-phosphate, 5 mL N Dimethyl formamide, 24 g Tris-base, 0,1 g Fast
blue pH 9,1). Apdés a incubagao, a membrana foi lavada em agua corrente e com
hipoclorito de sodio (2 % HCIO) por 20 min para remogao de manchas residuais.
Todo o processo sorologico foi conduzido sob agitagdo (60 rpm), a temperatura
ambiente (HARISSON; DAVIS, 1988, modificada conforme CARNEIRO JR;;
SILVEIRA; SOUZA FILHO, 2006).
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2.8 ESTIMATIVA DA DENSIDADE DE TALOS BACTERIANOS DAS BACTERIAS
ENDOFITICAS

A coleta de amostras para o isolamento e quantificacdo da populacdo das
bactérias endofiticas foi realizada em junho de 2010. Foram coletadas raizes com
solo na profundidade de aproximadamente 20 centimetros de comprimento, da raiz
para o colmo de cada tratamento. Este material foi colocado em sacos plasticos,
acondicionados em caixas de isopor com gelo e encaminhadas para o Laboratério
da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Foi utilizado 1 g de amostra de raizes/tratamento, que foram lavadas em agua
corrente e parcialmente desinfestadas com algoddao embebido com alcool. Apds
desinfestacdo as amostras de raizes foram trituradas em liquidificador, com solugao
salina por dois minutos. A solugdo das amostras, assim obtida, foi diluida em série
(10, 10™, 10°e 107) e 100 pl de cada diluicdo foi aplicada em meios semi sélidos
JNFb para Herbaspirilum spp e NFb para Azospirillum brasilense, com trés
repeticoes para cada diluicdo. A auséncia ou presenca da pelicula formada a 1 cm
da superficie, no meio semi-sdlido indicou de acordo com a Tabela de McCrady, o
Numero Mais provavel (NMP) de células bacterianas por mL. A identificagao foi
confirmada pela visualizagdo em microscoépio otico de contraste de fase, seguindo-
se a caracterizacdo das colonias em placas contendo o respectivo meio sélido
(DOBEREINER; BALDANI; REIS, 1995).

O meio NFb para Azospirillum brasilense apresenta a seguinte composi¢cao
em g L":acido malico, 5; K;HPO,, 0,5; MgS0,4.7H,0, 0,2; NaCl, 0,1; CaCl,.2H0,
0,02; KOH, 4,5; e em mL: solugdo de micronutrientes, 2; solucdo de azul de
bromotimol (0,5% em 0,2 KOH), 2; solucdo de FeEDTA (solugdo 1,64%), 4; e
solugdo vitaminas, 1; pH 6,5. O meio JNFb, para Herbaspirillum spp., contém em g L
' acido malico, 5; K;HPO4, 0,6; KH,POs, 1,8;MgS04.7H,0, 0,2; NaCl, 0,1;
CaCl,.2H,0, 0,02; KOH, 4,5; e em mL: solucao de micronutrientes, 2; solucdo de
azul de bromotimol (0,5% em 0,2 KOH), 2; solugédo de FEEDTA (solucdo 1,64%), 4;
solugéo vitaminas, 1; e pH 5,8 (DOBEREINER; BALDANI; REIS, 1995).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANALISES DOS COMPONENTES DE PRODUGCAO

Foi verificada diferenga significativa somente para didmetro (DC) e massa
colmos (M1C). O tratamento inoculado apenas com Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx)
apresentou menor diametro, com 2 cm, diferindo-se dos demais tratamentos. Os
tratamentos Lxx e Azospirillum brasilense estirpe AbVS5 + [xx apresentaram os

menores valores de massa de colmos com 0,81 kg e 0,72 kg respectivamente.

TABELA 1 — Componentes de produgédo de toneladas de cana por hectare (TCH),
toneladas de POL por hectare (TPH), POL, teor de fibra (%), didametro
de colmos (DC), massa de um colmo (M1C) e estatura de colmos (EC)
de plantas de cana-de-agucar da variedade SP77-5181 pré inoculadas
com bactérias endofiticas e pds inoculadas com Leifsonia xyli subsp.
xyli. Municipio de Paranavai/PR, 2010.

Tratamentos  TCH™ TPH™ Pol™ ﬂz‘::zt,z;’ns DC (cm) MAC (kg) NCM™ EC (m)™
HsHCC 103+ Lxx 84,19 1195 142 1296  250b 08b 136 1,80
Hs SmR1+Lxx 89,64 1277 1421 1275  230b  092b 1363 191
Ab AbV5 + Lxx 7479 1046 1394 1301  223b  072a 134 181
Lxx 80,9 1132 1399 133 200a 08la 1393 188
Todas bactérias 89,71 13,05 1453 1282  230b  093b 134 1,96
Testemunha 8929 12,57 1405 1293  236b 091b 1373 191
C\V.% 695 11,06 59 6,99 415 687 477 973

ns — ndo significativo pelo teste Scott knott P<0,05.

Hs HCC 103 - Herbaspirillumn seropedicae estirpe HCC 103
Hs SmR1 - Herbaspirillumn seropedicae estirpe SmR1

Ab AbV5 - Azospirillum brasilense estirpe AbV5

Lxx - Leifsonia xyli subsp. xyli

O menor diametro de colmos observado nas plantas inoculadas somente com
Lxx possivelmente expressa o efeito negativo na caracteristica associada a massa
de colmos, a qual também foi menor nestas plantas. Estes resultados confirmam os
sintomas caracteristicos da presenca de Leifsonia xyli subsp. xyli, que s&o colmos
mais finos e internddios mais curtos (TOKESHI, 1997), porém nao observou-se

diferencga significativa entre os tratamentos para estatura de colmos.
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Os melhores resultados para massa de colmos foram apresentados pelos
tratamentos com Herbaspirillum seropedicae estirpe SmR1+Lxx, com Herbaspirillum
seropedicae estirpe HCC 103+Lxx, na inoculagdo conjunta de todas as bactérias
(inéculo mixto) e na testemunha. Também foram nestes tratamentos que
Herbaspirillum seropedicae SmR1 se apresentou com numeros populacionais altos
comparados aos demais enddfitos (Tabela 2) . Apesar das diferengas néo terem sido
significativas, plantas inoculadas com H. seropedicea estirpe SmR1 + Lxx
apresentaram incremento de 14,45 ton.ha™ em relacdo & A. brasiliense estirpe AbV5
+ Lxx que apresentou menor produtividade.

O uso de todas as bactérias proporcionou melhor desempenho das plantas
quanto aos componentes de producdo observados na Tabela 1, poderia ser
atribuido a ac¢ao conjunta das bactérias, pela competicdo por espago, oxigénio e
nutrientes com o patdégeno. Carneiro Jr, (2006) também encontrou resposta positiva
com a associagdo de bactérias endofiticas e Leifsonia xyli subsp. xyli
(Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae e Herbaspirillum

rubrisubalbicans), que foi positiva para a maioria dos componentes avaliados.

3.2 ANALISES DE DETECGAO DO PATOGENO E ESTIMATIVA DA DENSIDADE
DE TALOS BACTERIANOS DAS BACTERIAS ENDOFITICAS

Na avaliacédo para a deteccao de Leifsonia xyli subsp. xyli, pode-se constatar
que os tratamentos com uso de Herbaspirilum seropedicae SmR1 + Lxx e a
testemunha apresentaram maior incidéncia de Lxx com 25% das amostras
soropositivos, seguidos pelo tratamento inoculado com todas as bactérias com 20%
de incidéncia. Os tratamentos com Herbaspirillum seropedicae HCC103 + Lxx e
Azospirillum brasiliense AbV5 + Lxx apresentaram as menores incidéncias, com 10%
das amostras soropositivos (Tabela 2).

Na quantificacdo das bactérias diazotroficas endofiticas verificou-se que
Herbaspirillum seropedicae estirpe SmR1 apresentou numeros populacionais altos
no tratamento em que foi inoculado em associagdo com Leifsonia xyli subsp. xyli, em
comparagcdo aos demais tratamentos. Em segundo lugar, esta Herbaspirillum
seropedicae HCC 103 com numeros populacionais também elevados no tratamento

em foi inoculado em associagao com Leifsonia xyli subsp. xyli, em comparagao aos
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demais tratamentos. Ao passo que Azospirillum brasilense AbV5 se apresentou com
valores populacionais baixos no tratamento em que foi inoculado em associagéo
com Leifsonia xyli subsp. xyli e ndo detectado nos demais tratamentos, nem mesmo

naquele onde todas as bactérias foram inoculadas (indculo mixto) (Tabela 2).

TABELA 2 — Incidéncia de Leifsonia xyli subsp. xyli (%) e densidade de talos (DTB)
bacterianos (n° células'gramas de massa fresca™ de raiz) das bactérias
endofiticas, estimada pelo numero mais provavel (NMP), em meio
semi-seletivo, avaliadas em plantas de cana-de-agucar da variedade
SP77-5181 pré inoculadas com bactérias endofiticas e pds inoculadas
com Leifsonia xyli subsp. xyli. Municipio de Paranavai/PR.

Incidéncia DT (N° células.g raiz™)

Tratamentos Lxx (%) INFD NFD
Herbaspirillum seropedicae HCC 103 + Lxx 10 4,5 x10° nd’
Herbaspirillum seropedicae SmR1 + Lxx 25 6 x10° nd’
Azospirillum brasilense AbV5 + Lxx 10 nd 1,5X10°
Todas as bactérias 20 1,5 x10° nd'
Testemunha 25 nd’ nd’

Nota: Lxx: Leifsonia xyli subsp. xyli; nd: ndo detectada na diluicdo superior a
10™*; nd" nao detectada na diluicdo superior a 107

JNFb meio seletivo para quantificacdo do NMP de Herbaspirillum

NFb meio seletivo para quantificacdo do NMP de Azospirillum brasilense

Era esperado que a inoculacdo com Azospirillum brasilense apresentasse
efeito positivo na produgdo. Segundo Okon e Vanderleyden (1997) baseando-se em
dados acumulados durante 22 anos de pesquisa com experimentos de inoculacéo a
campo, concluiram que o género Azospirillum spp. promove ganhos em rendimento
em importantes culturas nas mais variadas condi¢cdées de clima e solo. Ao contrario
do esperado, a inoculacdo com A. brasilense estirpe AbVS + Lxx apresentou
resultado negativo, diminuindo a produgdo e o diametro meédio dos colmos.
Esperava-se que A. brasilense colonizasse os vasos do xilema durante todo o ciclo
da cultura da cana-de-agucar e tivesse um efeito na reducdo da colonizagdo de
Leifsonia xyli subsp. xyli e conforme pode ser observado na Tabela 2, seus niveis

populacionais foram muito baixos e ndo detectados para a maioria dos tratamentos.
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Entretanto, a dindmica populacional das bactérias endofiticas e do patdogeno sao
diferentes, enquanto o patégeno aumenta a populagdo com a maturagao
(HARRISON; DAVIS, 1988) ha uma tendéncia natural das bactérias endofiticas
diminuirem (COSTA; RUSCHEL, 1981).

Resultados semelhantes foram obtidos por Lopes et al. (2008) inoculando H.
seropedicea na cultura do milho safrinha, ndo encontrou diferenga significativa entre
os tratamentos, porém, verificou que as plantas inoculadas apresentaram producao
de 444 (hibrido BRS 1030) e 540 (BR 106) kg a mais por hectare quando
comparadas as plantas nao inoculadas, o mesmo autor pode observar que a
resposta do milho hibrido BRS 1030 na safra seguiu o caminho inverso, resultando
em prejuizo a produtividade, esse fato demonstra que o resultado da inoculagdo com
endofiticas pode ser dependente do gendtipo da cultura estudada, assim também
ocorreu em experimento com variedades de pepino, onde Liu, Kloepper e Tuzun
(1995) testando rizobactérias (P. putida e Serratia marcescens) na indugao de
resisténcia em quatro variedades de pepino, sendo trés suscetiveis e um resistente
encontraram que P. putida induziu resisténcia nas trés cultivares suscetiveis, mas S.
marcescens em apenas duas, sendo que ambas nao induziram mais resisténcia na
cultivar resistente. Como todas colonizaram com eficiéncia o sistema radicular das
cultivares em teste, uma colonizagao deficiente ndo explicaria os resultados. Pode-
se observar que as diferentes estirpes apresentaram comportamentos
direferenciados e as divergéncias nos resultados poderia ser atribuida ao gendtipo
da cultura, assim como nos resultados obtidos por Lopes et al. (2008) e Liu,
Kloepper e Tuzun (1995).

Olivares (1997) relatou que ocorrem diferentes niveis de interagdo entre
bactérias e espécies de plantas ou ainda uma afinidade entre estirpes e cultivares.
Esse comportamento pode também ter ocorrido no presente trabalho, entre o
gendtipo SP77-5181 e A. brasilense AbV5, ja que ndo ha nenhum relato que
relacione o efeito dos gendtipos a influéncia de bactérias endofiticas. Porém, ao
contrario do observado, Silva et al. (2004) utilizando A. brasilense na reagao de
resisténcia de sementes de trigo e cevada a Bipolaris sorokiniana e na promogao do
crescimento, concluiram que as plantas tratadas com A. brasilense nao
apresentaram lesdes tipicas do patégeno e houve promogéo do desenvolvimento da
planta, demonstrando que a bactéria interferiu no metabolismo da planta e atuou

como elicitor de resisténcia. Esse resultado foi obtido sem levar em conta condi¢cdes
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de clima e solo que foram controlados. E sabido que fatores edaficos como a
disponibilidade de agua € fundamental para qualquer processo biolégico e deve ser
colocado em primeiro plano (XAVIER, 2006).

Segundo Ddbereiner e Pedrosa (1987), as condigbes ideais de pH para o
crescimento de Azospirillum brasilense esta entre 6,0 e 7,8 e para H. seropedicae 0
pH ideal para seu crescimento é variavel entre 5,3 a 8,0. O pH encontrado nas
plantas para todos os tratamentos ficou com valor médio de 5,5. Esse fato pode
estar associado com os resultados obtidos neste trabalho, onde o tratamento
Azospirillum brasilense AbV5 + Lxx nado apresentou diferencas positivas para as
variaveis avaliadas.

Novas avaliacbes devem ser conduzidas para a colheita de cana soca para
confirmar os dados obtidos nesse estudo e aumentar o conhecimento sobre os
efeitos da inoculagdo da cana-de-agucar com as diferentes estirpes de Azospirillum
brasilense e Herbaspirilumn seropedicae que € carente de informacgdes,
principalmente oriundas de avaliagdes feitas a campo, onde uma bactéria que pode
ser benéfica agindo no controle de determinada doenga ou fixando nitrogénio
atmosférico, pode também causar danos na produtividade como exemplo do
resultado obtido por Olivares (1997) onde Herbaspirillum rubrisubalbicans, foi

descrito na cana-de-agucar como agente causador de estria mosqueada.
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4 CONCLUSOES

A bactéria Herbaspirillumn seropedicae estirpe SmR1, mostrou-se como
controlador biolégico potencial a colonizagao de Leifsonia xyli subsp. xyli, baseando-
se em evidéncias indiretas, como no aumento da massa dos colmos e com
tendéncia a maiores rendimentos de producéo.

Aparentemente a bactéria Azospirillum brasiliense estirpe: AbV5 nao causou
efeitos detectaveis nos componentes de produgédo dos gendtipos de cana-de-agucar

avaliados.
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