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RESUMO

Raquitismo da soqueira de cana-de-agucar: transmissao do patégeno via
sementes e avaliacao quantitativa de seu controle através da termoterapia de
toletes

Devido a sua multipla utilidade, a cana-de-agucar (Saccharum spp.) €
amplamente cultivada em mais de 127 paises tropicais e subtropicais. No Brasil, a
cultura apresentou expansdao em area plantada nos ultimos anos em virtude da
crescente demanda por biocombustiveis. Porém, a producdo de mudas sadias tende
a ser um fator limitante a este aumento de demanda, ja que diversas doencas sao
transmitidas por toletes contaminados. Dentre estas, destaca-se o raquitismo da
soqueira (RSD), causado pela bactéria fastidiosa Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx)
(KAO e DAMANN, 1980). De acordo com a literatura, a transmissdo de Lxx se da
através de toletes contaminados e/ou instrumentos de corte, ndo havendo relatos
sobre sua transmissdo por sementes. Desta forma, seu controle se baseia no
principio da exclusao, através do uso de toletes tratados termicamente como fonte
de material propagativo. Porém, ndo se conhece o efeito do tratamento no titulo de
Lxx, uma vez que os relatos de eficiéncia da termoterapia baseiam-se em avaliacoes
qualitativas. Em face destas informacbes, este estudo objetivou avaliar a
transmissao de Leifsonia xyli subsp. xyli por sementes e também quantificar o efeito
da termoterapia no titulo de Lxx em duas variedades de cana-de-agUcar através da
PCR quantitativa em tempo real. No ensaio de transmissao via sementes, a bactéria
foi detectada em altas incidéncias (>87%) em plantas de 90 dias oriundas de
sementes coletadas de plantas infectadas e em quantidades estimadas superiores a
51 células por 100ng de DNA total de sementes. Além disso, aos 270 dias apds o
plantio, a bactéria foi isolada de 6 plantas. A identidade das colbénias foi comprovada
através de PCR convencional utilizando primers especificos para Lxx. Dois ensaios
foram conduzidos para quantificar o efeito da termoterapia na populacao bacteriana.
O titulo de Lxx foi determinado em folhas de plantas de duas variedades de cana-de-
acucar oriundas de toletes tratados termicamente ou ndao aos 90 dias apéds o plantio.
O titulo inicial presente nos colmos utilizados como fonte de toletes interferiu na
eficiéncia do tratamento, que reduziu a populacdo bacteriana somente no ensaio
onde os colmos apresentaram elevado titulo bacteriano inicial. Além disso, 70 e 55%
das plantas oriundas de toletes tratados termicamente no primeiro € no segundo
ensaio, respectivamente, apresentavam células de Lxx, porém em menores
quantidades quando comparadas a plantas oriundas de toletes nao tratados. Com
isso, conclui-se que Lxx é transmitida em elevada frequéncia via sementes e a
termoterapia, embora nado tenha efeito erradicante pronunciado, é capaz de reduzir o
titulo bacteriano no tecido vegetal.

Palavras-chave: Cana-de-acucar; Sementes; Termoterapia; PCR em tempo real
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ABSTRACT

Ratoon stunting disease of sugarcane: seed transmission of the pathogen and
quantitative evaluation of its control through heat treatment of setts

Due to its multiple uses, sugarcane (Saccharum spp.) is widely cultivated in
more than 127 tropical and subtropical countries. In Brazil, sugarcane cropping has
increased in recent years because of the growing demand for biofuels. However, the
production of healthy seedlings tends to be a limiting factor to this increase, since
contaminated setts transmit many diseases. Among these, the Ratoon Stunting
Disease (RSD) is a major disease caused by the fastidious bacterium Leifsonia xyli
subsp. xyli (Lxx) (KAO and DAMANN, 1980). According to the literature, the
transmission of Lxx occurs through contaminated setts and/or cutting tools, but there
are no reports of its transmission by seeds. Therefore, its control is based on the
principle of exclusion using heat-treated setts as source of propagative material.
However, the quantitative effect of the treatment on the bacterial titer is not known,
since reports of thermotherapy efficiency are based on qualitative assessments. This
study aimed to evaluate the transmission of Leifsonia xyli subsp. xyli by seeds and to
quantify the effect of thermotherapy on Lxx in two sugarcane varieties using real-time
quantitative PCR. In the test of disease transmission by seeds, the bacterium was
detected in high incidences (>87%) in 90-day old plants generated from seeds
collected from infected plants in quantities exceeding 51 cells per 100ng of total DNA
of seeds. In addition, at 270 days after planting, the bacterium was isolated from six
plants. The colony identity was confirmed by conventional PCR using Lxx-specific
primers. Two trials were conducted to quantify thermotherapy effect on bacterial
population. Lxx titers were determined 90 days after planting in plant leaves of two
sugarcane varieties originated from setts subjected or not to heat-treatment. The
initial bacterial titer in the stalks affected the treatment efficiency, which significantly
reduced Lxx titers only in the trial where the stalks presented high initial bacterial
levels. Moreover, 70 and 55% of the plants originated from heat-treated setts in the
first and second tests, respectively, were infected with Lxx, cells; however, in smaller
amounts compared to plants from untreated setts. Thus, it is concluded that Lxx is
transmitted in high frequency by seeds and that the thermo treatment, although not
efficient as an eradicating treatment, reduces the bacterial population in the plant
tissue.

Keywords: Sugarcane; Seeds; Thermotherapy; Real time PCR
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar, com uma estimativa
de producdo para a safra 2013/2014 de, aproximadamente, 654 milhdes de
toneladas, o que representa um aumento de 11% em relagdo a safra de 2012/13.
Também para a safra de 2013/2014, estima-se um aumento de 4,8% na area
plantada, equivalente a 408 mil hectares (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2013). O Centro-Sul devera ter um incremento de 489
mil hectares e a regiao Norte/Nordeste 13 mil hectares. J& em areas de renovacao,
h& previsdo de estas alcancarem 968 mil hectares, com destaque para os estados
de Sao Paulo, Parana, Goias e Minas Gerais que, juntos, devem responder por 718
mil hectares (CONAB, 2013). No total, a area cultivada estimada para a safra
2013/2014 pode chegar a quase 9 milhdes de hectares.

Porém, para que a producado nestas areas em expansao e de renovacgao seja
viavel, é necessario o desenvolvimento de novas variedades, adaptadas as novas
fronteiras agricolas, que sejam mais produtivas e resistentes a pragas, doengas e
outras adversidades. Também se deve utilizar material propagativo (toletes) sadio
para o plantio, dado que doencas como mosaico (Sugarcane mosaic virus),
escaldadura (Xanthomonas albilineans) e carvao (Sporisorium scitamineum) sao
algumas das enfermidades que podem ser transmitidas através de toletes
provenientes de plantas contaminadas (SUMMERS; BRANDES; RANDS, 1948;
RICAUD; RYAN, 1989; FERREIRA; COMSTOCK, 1989).

Além das citadas acima, outra doenca trasmitida por material propagativo € o
raquitismo da soqueira (RSD). Esta € uma das doencas mais difundidas nas regides
canavieiras (DAVIS; BAILEY, 2000), acarretando danos superiores a 30% na
produtividade (YOUNG et al., 2006). Na Africa do Sul, segundo Bailey e Bechet
(1997), as perdas variaram de 1 a 41%, ao passo que na Australia houve queda de
produtividade de 12 a 37% (YOUNG; BRUMBLEY, 2004). J4 nos Estados Unidos,
segundo ensaio realizado por Grisham, Johnson e Viator (2009), variedades
suscetiveis ao RSD apresentaram reducdo de 24% na producdo de colmos e de
sacarose.

A primeira descricdo do RSD se deu em Queensland, na Australia, em 1944
(JAMES, 1996; BRUMBLEY et al., 2006). Em 1989, ou seja, 45 anos ap0s a sua
primeira constatagdo, o RSD ja havia sido relatado em 61 paises. No Brasil, a
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doenca foi constatada pela primeira vez em Campos dos Goytacazes (RJ), em 1956
(VEIGA, 1956). O RSD é causado por Leifsonia xyli subsp. xyli, uma bactéria
fastidiosa, gram-positiva, ndao mével, aerébia obrigatéria e que coloniza o xilema. O
género pertence ao filo Actinobacteria, ordem Actinomycetales e familia
Microbacteriaceae. Suas células sao corineformes e medem de 0,25-0,5 pym por 1-4
um (TEAKLE; SMITH; STEINDK, 1973). As col6nias apresentam aspecto circular
nao pigmentado, com diametro variando de 0,1 a 0,3 mm em meio de cultura SC
(DAVIS et al., 1984).

Os sintomas externos da doenca compreendem crescimento irregular,
caracterizado por subdesenvolvimento da planta e encurtamento dos colmos. Ja os
internos ocorrem na forma de pontuagdes ou virgulas avermelhadas logo abaixo dos
nés, decorrentes da deposicdo de gomas ou formacao de tiloses nos feixes do
xilema, e também pela coloracdo résea nos nds imaturos, proximo ao meristema
apical (STEINDL, 1961). Porém, estes sintomas n&o sdo indicadores exclusivos do
RSD, uma vez que outros patégenos, como Fusarium moniliforme, Colletotrichum
falcatum, Xanthomonas albilineans, X. campestris pv. vasculorum e Erwinia
herbicola, também podem provocar esta alteracdo na coloracao dos feixes (RICAUD,
1974).

A auséncia de sintomas caracteristicos e a forma de propagacao da cana-de-
acucar constitutem os principais fatores de disseminagcdo do RSD (GILLASPIE;
TEAKLE, 1989). Isso porque a transmissao da bactéria ocorre por estacas ou
colmos-sementes provenientes de plantas doentes e também pelo contato dos
instrumentos de corte com o fluido vascular de plantas infectadas durante a colheita.
Nao havendo nenhum relato na literatura sobre a transmissdo da bactéria via
sementes de cana-de-agucar, um dos objetivos deste trabalho foi verificar se Lxx
também pode ser transmitida por sementes, justificado pelo aumento do transito
deste material propagativo entre programas de melhoramento genético em funcéo
das restricdes impostas ao uso de toletes.

Baseando-se nos modos de transmissao de Lxx, o controle do RSD tem sido
realizado através de métodos baseados no principio da excluséo, ou seja, no uso de
material propagativo sadio e de instrumentos de corte desinfestados, especialmente
quando usados em campos de propagacado de material (viveiros). A desinfestacao
destes instrumentos se da pela utilizacdo de amdnia quaternaria, solucao de acido
cresilico e etanol 50% (STEINDL, 1961; GILLASPIE; TEAKLE, 1989) ou através do
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calor. No caso do tratamento de material propagativo, este é realizado através da
termoterapia, onde os toletes permanecem imersos em agua por 2h a 50,5°C
(DAMANN; BENDA, 1983) ou por 30min a 52°C (COPERSUCAR, 1989). Porém, a
termoterapia nos toletes ndo é 100% eficaz, uma vez que a temperatura utilizada
esta proxima tanto da capacidade de sobrevivéncia da bactéria como do ponto de
morte térmica das gemas da cana-de-agucar (JAMES, 1996).

Diante destas dificuldades de controle de Lxx, torna-se necessaria a adocao
de métodos sensiveis e confiaveis para diagnosticar e quantificar a bactéria a partir
de amostras de cana-de-agucar. Diversas técnicas vém sendo empregadas para o
diagnoéstico do RSD e ainda n&o existe um consenso sobre o melhor método, pois a
eficiéncia depende da distribuicdo e concentracao da bactéria na planta, da urgéncia
nos resultados, da quantidade de amostras, bem como da disponibilidade de
equipamentos e mao de obra qualificada (GRISHAM, 2004).

Os métodos mais utilizados incluem microscopia de contraste de fase
(GILLASPIE; DAVIS; WORLEY, 1973) e dot-blot enzyme immunoassay (DB-EIA)
(HARRISON; DAVIS, 1988). No entanto, estas técnicas ndo possuem sensibilidade
suficiente para detectar o patégeno quando presente em baixo titulo em tecidos
vegetais (LOPEZ et al., 2009). Com isso, métodos moleculares como a PCR
convencional foram desenvolvidos utilizando primers especificos para Lxx (PAN et
al., 1998), permitindo assim a deteccao precoce do patégeno (IGLESIA, 2003). No
entanto, a PCR, apesar de sensivel, ndo fornece dados quantitativos da presenca do
patdbgeno no material vegetal.

Neste sentido, a técnica da PCR em tempo real vem sendo cada vez mais
utilizada para o diagnéstico e quantificacéo de fitopatégenos por ser mais sensivel e
por possibilitar a quantificacdo do patégeno a partir de uma relacao entre valores de
Ct (cycle threshold) e de quantidades conhecidas de massas de DNA do organismo
alvo (D"HAENE; VANDESOMPELE; HELLEMANS, 2010). Com isso, outro objetivo
deste trabalho foi quantificar o efeito da termoterapia no titulo de Lxx em variedades
de cana-de-acucar com diferentes niveis de resisténcia ao RSD através desta
metodologia.
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2 TRANSMISSAO DE Leifsonia xyli subsp. xyli VIA SEMENTES DE CANA-DE-
ACUCAR

Resumo

A transmissao da bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx), agente causal do
raquitismo da soqueira (RSD) em cana-de-acucar, da-se através do uso de toletes
contaminados como material propagativo e por instrumentos de corte durante a
colheita. Na atualidade, a restricao fitossanitaria imposta ao transito de toletes pela
possibilidade de veicularem varios patégenos levou a um aumento no intercambio de
sementes entre programas de melhoramento por estas serem consideradas isentas
dos mesmos. No entanto, ndo ha relatos que atestem a nao transmisséao de Lxx por
sementes. Desta forma, a presenca de Lxx em sementes oriundas de trés
cruzamentos controlados entre variedades suscetiveis e sua transmissao as
plantulas foi avaliada por meio de PCR em tempo real (QPCR) e confirmada por
isolamento em meio de cultivo. A presenca da bactéria foi analisada em folhas dos
genitores dos cruzamentos, em sementes Fy de cada cruzamento e ainda em folhas
de plantulas F; aos 90 dias ap6s a semeadura por PCR em tempo real. Além disso,
aos 270 dias procedeu-se o isolamento da bactéria a partir de fluido vascular e de
folnas de 30 plantas. Todos o0s genitores e as amostras de sementes testaram
positivos para a bactéria. A incidéncia da bactéria em plantulas variou de 87 a 94%,
enquanto que o niumero médio de células de Lxx variou de 51 a 67 células em 100ng
de DNA total. A bactéria foi isolada de 6 das 30 plantas analisadas e a identidade
das colbénias foi confirmada por PCR concenvional usando primers especificos.
Conclui-se que Lxx é transmitida por sementes em elevada frequéncia, podendo ser
detectada ja aos 90 dias por gPCR em plantulas.

Palavras-chave: Doenca; Raquitismo; Deteccao; PCR em tempo real

Abstract

The transmission of Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx), causal agent of ratoon
stunting disease (RSD) in sugarcane occurs through the use of contaminated setts
as planting material and of cutting tools during harvest. Currently, the phytosanitary
restriction imposed to the transport of setts due to the possibility of transmitting
several pathogens led to an increase of exchange of seeds among breeding
programs once seeds are considered pathogen-free. However, there are no reports
confirming the non transmission of Lxx by seeds. Therefore, the presence of Lxx in
seeds originating from three controlled crosses of susceptible varieties and its
transmission to seedlings was assessed using real-time PCR (qPCR) and confirmed
by isolation in growth medium. The presence of the bacterium was analyzed in
leaves of parental plants, in F; seeds from each crossing and in leaves of F;
seedlings 90 days after sowing by real-time PCR. In addition, isolation of Lxx was
attempted from leaves and vascular fluid of 30 plants at 270 days after sowing. All
the parental plants and seed samples tested positive for Lxx. The incidence of the
bacterium in seedlings ranged from 87 to 94%, while the average number of Lxx cells
ranged from 51 to 67 cells in 100ng of total DNA. The bacterium was isolated from
six out of 30 plants analyzed and the identity of the colonies was confirmed by
conventional PCR using specific primers. It is concluded that Lxx is transmitted by
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seeds in high frequency and can be detected in seedlings at 90 days after planting by
gPCR.

Keywords: Disease; Ratoon stunting disease; Detection; Real time PCR

2.1 Introducao

O raquitismo da soqueira, causado pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli é
uma das doencas da cana-de-agucar mais difundidas nas regides produtoras
(DAVIS; BAILEY, 2000), acarretando danos superiores a 30% na produtividade
(YOUNG et al., 2006). Sua primeira descricao se deu em Queensland, na Australia,
em 1944 (JAMES, 1996; BRUMBLEY et al., 2006) e, em 1989, a doenca ja havia
sido relatada em 61 paises. No Brasil, a doenca foi constatada pela primeira vez em
Campos dos Goytacazes (RJ), em 1956 (VEIGA, 1956). Dentre os fatores que
contribuiram para sua ampla disseminacdo estdo a auséncia de sintomas
caracteristicos bem como a forma de propagacdo da cana-de-acucar através de
toletes (GILLASPIE; TEAKLE, 1989). Como sintomas externos pode-se citar o
subdesenvolvimento da planta e encurtamento dos colmos (KAO; DAMANN, 1980) e
os internos ocorrem na forma de pontuagdes ou virgulas avermelhadas logo abaixo
dos nos (STEINDL, 1961).

Leifsonia xyli subsp. xyli € uma bactéria fastidiosa, gram-positiva, imovel,
aerdbia obrigatdria e que coloniza o xilema. Apresenta restrita gama de hospedeiros
e € capaz de sobreviver de dois a trés meses em solo ap6s a destruicao de touceiras
infectadas (BAILEY; TOUGH, 1992). De acordo com a literatura, sua transmissao
ocorre por estacas ou colmos-sementes provenientes de plantas doentes e também
através do contato dos instrumentos de corte com o fluido vascular de plantas
infectadas durante a colheita. Desta forma, o uso de material propagativo sadio
torna-se extremamente importante como medida de controle de Lxx. No caso de
toletes, isto pode ser obtido através do tratamento térmico de toletes ou obtencéo in
vitro de matrizes isentas do patégeno (HOY et al., 2003),

Até o presente, ndo ha relatos de transmissdo de Lxx por sementes
(MAROON-LANGO et al., 2013). Muito embora este material ndo seja usado para
fins de multiplicagdo comercial, o estudo da possibilidade de transmissdo desta
bactéria por este material € interessante ndo s6 em fungéo da necessidade de uma

melhor compreensdo da biologia e da relagdo deste patégeno pouco estudado com
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seu hospedeiro, como também pelo crescente intercambio de sementes entre
programas de melhoramento como alternativa ao movimento de toletes, por estas
serem consideradas mais seguras do ponto de vista fitossanitario (MAROON-
LANGO et al., 2013).

2.2 Desenvolvimento

2.2.1 Material e métodos

2.2.1.1 Material vegetal

Trés lotes de sementes de cana-de-agucar foram obtidos de trés cruzamentos
reciprocos controlados, denominados 1402, 1404 e 1407, respectivamente, entre as
variedades comerciais suscetiveis ao RSD CTC13 x CTC8, CTC19 x CTC9 e CTC11
x CTC20. Para cada cruzamento foram utilizados dois colmos de cada genitor
oriundos da mesma touceira, totalizando quatro genitores, sendo dois utilizados
como receptores e dois como doadores de pélen. Cada lote de sementes foi dividido
em duas amostras, uma para quantificacdo de Lxx por qPCR em sementes e outra
para plantio em substrato estéril e germinacdo em casa-de-vegetacao para avaliacao
de plantulas aos 90 dias ap6s a semeadura. Tecido vegetal das folhas +1 dos
genitores e de plantulas, numeradas de acordo com o sistema de Kuijper
(DILLEWIJN, 1952), foi coletado para analise da presenca de Lxx por gPCR conforme
descrito abaixo.

2.2.1.2 Preparo das amostras de sementes

Trés amostras contendo 100 mg de sementes foram extraidas de cada lote e
analisadas para a presenca de Lxx. As glumas | e Il foram cuidadosamente retiradas
de modo a obter cariopses nuas, evitando assim a contaminacado externa por
microrganismos (MAROON-LANGO et al., 2013).
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2.2.1.3 Preparo das plantulas

Cerca de 250 sementes de cada cruzamento foram semeadas
individualmente em tubetes de 187,5 mL contendo substrato esterilizado Plantmax
(Eucatex, Sao Paulo) acondicionados em bandejas para mudas de 32 células
(Nutriplan, Cascavel, PR). As bandejas permaneceram em casa-de-vegetacdo com
cobertura plastica e antessala com tela anti-afideos. Além disso, pulverizagdes
periddicas foram realizadas com inseticidas de amplo espectro de acao. Aos 90 dias
apos a semeadura, folhas +1 de 100 plantulas foram coletadas e analisadas por
gPCR conforme metodologia descrita abaixo.

2.2.1.4 Extracao do DNA genémico de sementes e folhas dos genitores e das
plantulas

A extracdo do DNA de folhas e de sementes seguiu protocolo modificado de
Pospiech e Neuman (1996). Foi adicionada uma etapa inicial de preparo da amostra,
onde cerca de 100 mg de material vegetal foram macerados em almofariz na
presenca de nitrogénio liquido e transferidos para um microtubo de 1,5 mL. Em
seguida, as amostras foram lavadas por duas vezes com 500uL de solug¢do de NaCl
1M preparada em tampéao TioE1o (10mM Tris / 10mM EDTA — pH=8,0) seguido de
centrifugacdo a 12.000 rpm por 5 min. Além disso, ao final do protocolo foi
adicionada uma extracao com CTAB (AUSUBEL et al., 1987) e o precipitado foi seco
em estufa por 30 min a 37°C e ressuspendido em 40uL em agua ultrapura estéril
contendo 100ug/mL de RNAse no caso de amostras de folhas e 10mg/mL no caso
de sementes. Apds a digestdo, o DNA foi quantificado em espectrofotdmetro
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Hudson, NH) e sua integridade checada em gel
de agarose a 1%.

2.2.1.5 Quantificacao de Lxx por gPCR nos genitores, sementes e plantulas

As reacoes foram realizadas em termociclador 7500 FAST (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Foi utilizado o par de primers especificos para Lxx,
12950F1/R1, desenvolvido por Carvalho (2012). A metodologia utilizada para
preparar as reacoes de amplificacdo foi a recomendada no manual de instru¢des do
kit Platinum SYBR® Green gPCR SuperMix UDG (Invitrogen, Carlsbad, CA). As
reagdes foram realizadas em um volume de 25uL utilizando as concentragdes finais

de 1X de tampéao de amplificagcdo SuperMix (Invitrogen, Carlsbad, CA), 0,2uM de
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cada primer 12950F1/R1 e 0,2 uyM do padréo interno de fluorescéncia ROX. O
volume de DNA utilizado foi de 2 uL, sendo que para a deteccao em DNA de
sementes e folhas de cana-de-aglcar foram utilizados 100ng de DNA total. Uma
curva padrao que relaciona valores de Ct (cycle treshold) com diferentes
concentracdes de DNA de Lxx foi obtida utilizando 10ng 1ng 0,1ng 0,01ng e 1pg
por reacdo. Levando em consideragdo as massas moleculares dos quatro
nucleotideos e a massa total do genoma de Lxx (MONTEIRO-VITORELLO et al.,
2004), é possivel estabelecer uma relagdo entre diferentes massas de DNA e os
valores de Ct (Threshold Cycle). Desta forma, é possivel estimar a quantidade de
células bacterianas presentes nas amostras de DNA. O programa de amplificacdo
consistiu de um ciclo inicial a 50°C por 2min e um ciclo & 95°C por 5min seguidos de
40 ciclos & 95°C por 10s e 62°C por 30s. A curva de dissociacao foi calculada de
acordo com os parametros default do equipamento.

2.2.1.6 Isolamento de Leifsonia xyli subsp. xyli

Tentativas de isolamento de Lxx se deram a partir de folhas +1 e de colmos
coletados aos 270 dias ap6s a semeadura de 30 plantas escolhidas por
apresentarem titulos elevados de Lxx conforme determinado por gqPCR aos 90 dias.
As folhas foram cortadas em pedacos de 5 cm e desinfestadas por uma lavagem em
alcool 70% por 1min, hipoclorito 10% por 1min e trés lavagens em agua destilada.
ApGs isto, as folhas foram cortadas em fragmentos menores com auxilio de laminas
estéreis em 10mL de NaCl 100mM estéril, obtendo assim uma suspensao
bacteriana. Ja os colmos foram desinfestados por lavagem com sabdo e agua
corrente, alcool 70% e hipoclorito 10%, descascados com laminas estéreis e
colocados em tubo falcon de 50mL para extracdo do fluido vascular por
centrifugagdo durante 5min a 3.000rpm. As suspensdes obtidas das folhas e do
fluido vascular foram transferidas para béqueres estéreis e filtradas com micro filtro
de seringa com membrana de 0,45um Millex (Millipore, Billerica, MA) diretamente em
placas de petri contendo 20mL de meio s6lido MSC New (MONTEIRO-VITORELLO
et al., 2004) adicionado de 20 pg/mL de acido nalidixico (BRUMBLEY et al., 2002).
As placas permaneceram em estufa a 28°C durante 4 semanas. A confirmagéo da
identidade das colbnias foi feita por PCR convencional com primers especificos de
Lxx descritos abaixo. Para isso, com o auxilio de uma alga de inoculagao, as placas
do isolamento das folhas e fluido que apresentavam colénias diminutas,
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homogéneas, caracteristicas de Lxx, foram raspadas e suspendidas em 50uL de
NaCl estéril a 100mM.

2.2.1.7 PCR convencional e eletroforese em gel de agarose

Reacdes de PCR convencional foram realizadas para as amostras de tecido
dos genitores e também para a confirmacao da identidade das colénias oriundas do
isolamento das folhas e fluido das plantas aos 270 dias ap6s a semeadura. Nestas
reacdes foram utilizados dois pares de primers especificos para Lxx, sendo o par
12950F1/R1 desenvolvido por Carvalho (2012) e o par 202F/331R desenvolvido por
Grisham, Pan e Richard Jr. (2007). As reacdes foram realizadas em um volume de
25uL utilizando as concentragdes finais de 1X de PCR Master Mix (Promega,
Madison, WI), 0,25uM de cada primer e 2uL de solucao 50ng/uL de DNA extraido de
material vegetal ou ainda 2uL da suspensao de colbnias bacterianas. O programa de
amplificacdo, para ambos os primers, consistiu de uma desnaturagao inicial de 5min
a 95°C, seguida de 40 ciclos a 95°C por 10s, a 60°C por 30s e a 72°C por 10s
seguidos de uma extensdo final a 72°C por 5min. Os produtos de PCR foram
analisados em gel de agarose a 2% e tampao TBE 0,5X adicionado de Syber Safe
0,025X (Invitrogen, Carlsbad, CA).

2.2.2 Resultados

2.2.2.1 Curva Padrao

As curvas de amplificacdo das reacdes contendo diferentes massas de DNA
de Lxx indicaram boa precisado nas diluicdes (Figura 2.1). A relacdo entre o Log do
namero de células (calculado a parir da massa de DNA) e os valores de Ct (cycle
treshold) foi bastante precisa (R?=0,99), sendo expressa pela equagao y = -0,2861x

+ 11,302, onde y corresponde ao Log do numero de células e x ao valor de Ct.
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Figura 2.1 - Curvas de amplificacédo de diluicbes seriadas de DNA de Lxx (1:10) com o par de primers
12950F1/R1, sendo duas repetigdes por diluicdo (A) e curva de regressao entre valores
de Ct e numero (log) de células bacterianas (B), estimado pela massa de DNA

2.2.2.2 Genitores

As curvas de amplificacdo e de dissociacao das reacdes de PCR utilizando
DNA das plantas genitoras dos cruzamentos indicaram a presenga da bactéria em
todos os casos (Figura 2.2). Este resultado foi confirmado por reacbes de PCR
convencional, que resultaram na amplificacdo de um fragmento de comprimento

esperado de 106pb (Figura 2.3).
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Figura 2.2 - Perfil de Amplificagéo (A) e Curva de dissociagédo (B) de 100ng de DNA dos genitores dos

cruzamentos utilizando os primers 12950F1/R1
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Figura 2.3 - Produtos de amplificacdo de amostras de DNA dos genitores usando os primers
12950F1/R1. 1 Kb Plus: marcador de pesos moleculares; Lxx: controle positivo; 1402 F1
e F2: genitores fémeas do cruzamento 1402; 1402 M1 e M2: genitores machos do
cruzamento 1402; 1404 F1 e F2: genitores fémeas do cruzamento 1404; 1404 M1 e M2:
genitores machos do cruzamento 1404; 1407 F1 e F2: genitores fémeas do cruzamento
1407; 1407 M1 e M2: genitores machos do cruzamento 1407; N: controle negativo
(agua)

O cruzamento 1407 foi o que apresentou o maior nimero médio de células
em 100ng de DNA total, seguido pelo cruzamento 1404 (Tabela 2.1). Considerando
os valores individuais de cada genitor, € possivel observar que as bandas do PCR
convencional que mais se destacam no gel de agarose correspondem também as
amostras que obtiveram maior titulo de Lxx na qPCR, no caso a F2 e 0 M1 do
cruzamento 1407 (Figura 2.3).

Tabela 2.1 — Valores de Ct e numero estimado de células de Lxx presentes em
100ng de DNA dos genitores
Cruzamento Genitor Ct Médio N°de células

1402 F1 32,85 80,10
1402 F2 32,9 77,50
1402 M1 32,9 77,50
1402 M2 33,58 49,52
1404 F1 32,99 73,04
1404 F2 33,15 65,73
1404 M1 32,96 74,50
1404 M2 32,96 74,50
1407 F1 34,19 33,13
1407 F2 32,59 95,06
1407 M1 32,66 90,78
1407 M2 32,85 80,10

Médias 33,05 70,28
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2.2.2.3 Sementes

A bactéria foi detectada em todas as 9 subamostras de sementes, com um Ct
médio de 32,35, equivalente a 111 células em 100ng de DNA (Figura 2.4).
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Figura 2.4 - Amplificagdo de subamostras de sementes de cana-de-agUcar utilizando os primers
12950F1/R1. A — Curvas de amplificacdo das amostras de sementes (linhas verdes e
amarelas) e de quantidades conhecidas de DNA de Lxx (linhas vermelhas). B — Curvas
de dissociacdo das amostras de sementes (linhas verdes e amarelas) e do controle
positivo (Lxx) (linhas vermelhas)

Na Tabela 2.2 estdo os valores de Ct médio e numero de células para as 3
amostras extraidas de cada lote de sementes. Semelhante aos resultados da analise
dos genitores, o cruzamento 1407 foi o que apresentou o maior titulo médio de Lxx
nas 3 amostras de sementes, com Ct médio de 30,21 equivalente a 454 células. Ja
os cruzamentos 1402 e 1404 apresentaram, respectivamente, média de 52 e 57

células de Lxx em 100ng de DNA extraidos de sementes de cana-de-agucar.
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Tabela 2.2 - Quantificagdo de Leifsonia xyli subsp. xyli em 100ng de DNA de
sementes de cana-de-acucar via PCR Quantitativa em Tempo Real

Cruzamento  Amostra Ct Médio N° de células
1402 1 33,93 39,32
1402 2 33,10 67,93
1402 3 33,45 53,95
1404 1 33,56 50,17
1404 2 33,85 41,45
1404 3 32,66 90,78
1407 1 28,85 1116,9
1407 2 29,40 777,43
1407 3 32,39 108,45

Média 32,35 111,02

2.2.2.4 Quantificacao de Lxx em plantulas aos 90 dias

Aos 90 dias ap6s o plantio, 229 plantulas foram analisadas e a bactéria foi
detectada em elevada frequéncia em todos os cruzamentos (Figura 2.5). O
cruzamento 1402 apresentou a maior frequéncia (73 plantulas positivas dentre 77
analisadas ou 94%), enquanto que no cruzamento 1404 este valor correspondeu a
91% (72 plantulas positivas em 79). Ja o cruzamento 1407 foi o que obteve a menor
frequéncia de transmissdo; 63 plantulas mostraram-se positivas dentre as 73
analisadas (86,30%). Quando considerados os valores de Ct, o cruzamento 1404 foi
0 que apresentou o menor valor de Ct, no caso 26,33, ou seja, a plantula com o
maior titulo bacteriano, aproximadamente 5,8 mil células. Entretanto, considerando
os valores maximos de Ct obtidos, os cruzamentos 1402 e 1404 apresentaram
titulos bastante semelhantes, com aproximadamente 6 células. O cruzamento 1407,
gue havia apresentado o maior titulo de Lxx nas sementes, nas plantulas foi o que

apresentou os menores Cts (Tabela 2.3).
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Figura 2.5 - Amplificagédo de amostras foliares de plantulas aos 90 dias apds a semeadura, utilizando
os primers 12950F1/R1. A — Perfil de amplificacdo das amostras positivas e da curva
padrdo. B — Curva de dissociacdo das amostras positivas e da curva padrao (linhas
vermelhas). C — Perfil de amplificagdo das amostras negativas e da curva padréo (linhas
vermelhas). D — Curva de dissociagdao das amostras negativas e da curva padrao (linhas
vermelhas)

Comparando-se os valores médios de Ct das amostras de sementes e de

plantulas dos cruzamentos 1402 e 1404, observou-se que o Ct médio das plantulas

foi menor que nas sementes, indicando que ocorreu a multiplicacao da bactéria,

embora em baixa quantidade, como era esperado de seu habito fastidioso de

crescimento. Nas sementes, a média do numero de células foi 52 e 57 células para

os cruzamentos 1402 e 1404, respectivamente, enquanto que nas plantulas a média

foi de 64 e 67 células. Ja o cruzamento 1407, apresentou maior média de células

nas sementes, entretanto, tal resultado pode ser reflexo da ndo homogeneidade de

distribuicdo da bactéria no lote de sementes, visto que houve variagcdo de valores

entre as amostras.

Tabela 2.3 - Quantificacdo de Lxx em 100ng de DNA de plantulas de cana-de-agucar

oriundas de trés cruzamentos 90 dias apds a semeadura

N’ de Valores de Ct N° de células % de
Cruzamento  plantulas - - - - plantulas
analisadas Min  Max Min Max positivas
1402 77 28,01 36,69 6,38 1942,40 94,80
1404 79 26,33 36,61 6,73 5874,72 91,14
1407 73 30,10 37,65 3,39 490,22 86,30
Médias 33,26 61,14 91,21
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2.2.2.5 Isolamento de Lxx de plantas
Aos 270 dias apds a semeadura, procedeu-se o isolamento de Lxx de tecido

foliar e de colmos de 30 plantas selecionadas por conterem altos titulos de Lxx.
(dados nao apresentados). Foi possivel isolar a bactéria de seis plantas, sendo 2 de
cada cruzamento. Quatro isolamentos foram oriundos de folhas e dois de fluido. A
confirmacgéo da identidade destas culturas foi realizada via PCR convencional, com
dois pares de primers 12950F1/R1 (CARVALHO, 2012) e Lxx202F/331R (GRISHAM;
PAN; RICHARD JR., 2007) onde foram gerados fragmentos de tamanhos esperados

(Figuras 2.6 e 2.7).
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Figura 2.6 - Produtos de amplificacdo obtido de amostras de isolamento de Lxx usando os primers
202F/331R. Linha 1: marcador 1Kb Plus; Linha 2: Controle positivo (Lxx); Linhas 3 e 4:
Placa n° 1 do cruzamento 1402; Linhas 5 e 6: Placa n° 2 do cruzamento 1402; Linhas 7 e
8: Placa n® 3 do cruzamento 1404; Linhas 9 e 10: Placa n° 4 do cruzamento 1404; Linhas
11 e 12: Placa n° 5 do cruzamento 1407; Linhas 13 e 14: Placa n° 6 do cruzamento 1407;

Linhas 15 e 16: Controles negativos (agua)
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Figura 2.7 - Produtos de amplificacdo obtido de amostras de isolamento de Lxx usando os primers
12950F1/R1. Linha 1: marcador 1Kb Plus; Linha 2: Controle positivo (Lxx); Linhas 3 e 4:
Placa n® 1 do cruzamento 1402; Linhas 5 e 6: Placa n° 2 do cruzamento 1402; Linhas 7 e
8: Placa n° 3 do cruzamento 1404: Linhas 9 e 10: Placa n® 4 do cruzamento 1404; Linhas
11 e 12: Placa n° 5 do cruzamento 1407; Linhas 13 e 14: Placa n® 6 do cruzamento 1407;

Linhas 15 e 16: Controles negativos (agua)
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2.2.3 Discussao

A transmissdo do raquitismo da soqueira se da por estacas ou colmos-
sementes provenientes de plantas doentes e também através do contato dos
instrumentos de corte com o fluido vascular de plantas infectadas durante a colheita.
A transmissao através de instrumentos de corte foi comprovada, pela primeira vez,
em 1949 (STEINDL, 1949), antes mesmo do agente causal da doenca ser
identificado (DAVIS et al., 1980). De acordo com a literatura, nenhum outro meio de
transmissdo do RSD foi avaliado, sendo este o primeiro trabalho a relatar a
transmissdo de Lxx via sementes.

Existem poucas informacdes sobre a transmissao de patégenos bacterianos
em sementes de cana-de-acucar. Entretanto, com relacdo aos fungos, diversos
géneros foram relatados como contaminates externos (WAHID et al., 1988), entre os
quais temos Alternaria sp., Helminthosporium sp., Curvularia sp., Pythium sp.,
Bipolaris sp., Colletotrichum sp. e Fusarium sp., entre outros (WISMER, 1960;
LOVELESS; SMITH, 1965; SINGH; SINGH, 1968; MARTINS; MENTEN;
SANGUINO, 2009). Sabe-se que esporos de fungos e bactérias podem ser fixados
nas cerdas de origem na base das glumelas e com isso pode ocorrer a infeccao das
glumas, na parte externa das sementes. Além disso, outro importante meio de
infeccdo das sementes por fitopatogenos é o sistema vascular (NEERGAARD,
1977), fato que justifica a transmissao de Lxx por esta ser uma bactéria restrita ao
xilema.

Na literatura, dentre as bactérias transmitidas por sementes, o0 maior nimero
de espécies conhecidas pertence aos géneros Xanthomonas, Pseudomonas e
Clavibacter, ndao havendo nenhum relato da transmissdo de nenhuma espécie de
Leifsonia (MACHADO, 2000). Para a cultura da cana-de-agucar existe somente um
artigo reportando a transmissao da bactéria Xanthomonas albilineans, agente causal
da escaldadura, através de sementes. Duttamajumder (1990) isolou a bactéria das
inflorescéncias de duas variedades de cana-de-aglcar com sintomas de escaldadura
e também de plantulas F; oriundas das inflorescéncias contaminadas, comprovando
assim a transmissao.

Sabe-se que os patégenos, de uma maneira geral, podem ser transportados
via sementes de trés maneiras: em mistura com o lote de sementes, aderidos

passivamente a superficie ou ainda no interior destas. Porém, nenhuma das trés
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maneiras implica na transmissao a progénie (MACHADO, 2000). Um dos métodos
mais utilizados para avaliar a transmissado de patégenos via sementes é a avaliagao
das plantulas oriundas do lote de sementes (WALCOTT, 2003). Tal método foi o
empregado neste trabalho e com isso foi possivel determinar as taxas de
transmissdao de Lxx. Os trés cruzamentos apresentaram elevada frequéncia de
transmissao, chegando a 94%, como no cruzamento 1404. Porém, na literatura nédo
se encontram valores tdo elevados de transmissdo para patégenos bacterianos
vasculares. Li et al. (2003) confirmaram a transmissdo Xylella fastidiosa via
sementes de citros através do isolamento da bactéria de plantulas e confirmacgéo da
sua identidade por PCR, obtendo uma taxa de transmissdo de 23,6%. Diversos
trabalhos foram desenvolvidos para determinar a transmissdo do agente causal do
greening, “Canidatus Liberibacter asiaticus” (HARTUNG et al., 2010; ALBRECHT;
BOWMAN, 2009; GRAHAM et al., 2008) e a porcentagem maxima de transmissao
obtida foi 7,6% (HILF, 2011).

Diversos patdgenos podem ser transportados pelas sementes, mas nao
transmitidos. A transmissao via sementes € um processo complexo que depende de
diversas interacdes entre o ambiente, a espécie e o patdégeno. Os principais fatores
que influenciam a taxa de transmissao de patdégenos por sementes sao a quantidade
de inéculo e a localizagdo do mesmo nas sementes (AGARWAL; SINCLAIR, 1987).
Sabe-se que as chances de transmissdo sdao mais elevadas quanto mais
internamente alojado esta o patégeno (MACHADO, 2000), fato este que justifica as
baixas taxas de transmissdo citadas acima, pois em analise das diversas partes das
sementes (tegumento e embrido), Hilf (2011) e Li et al. (2003) encontraram mais
amostras positivas em tegumentos, o qual localiza-se mais externamente a semente.
Neste trabalho nao foi possivel verificar o local de presenca da bactéria devido o
tamanho diminuto das sementes de cana-de-aglcar, mas com as elevadas taxas de
transmissao, € possivel que a bactéria esteja alojada no embrido da semente.

Pouco se sabe sobre a origem de Lxx, entretanto, &€ improvavel que esta
esteja associada a um dos principais genitores dos atuais hibridos de cana-de-
acucar, a espécie Saccharum officinarum, pois a bactéria nunca foi encontrada em
populacdes desta espécie em Nova Guiné, seu centro de origem (HUGHES, 1955).
Em contrapartida, estudos realizados com clones de Saccharum spontaneum, outro
importante genitor dos hibrios atuais, mostraram que Lxx se adapta melhor a esta
espécie quando comparada com S. officinarum. Além disso, estas duas espécies
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foram cruzadas por volta de 1920 para produzir os primeiros hibridos de cana-de-
acucar, periodo este que coincide com os primeiros relatos de queda de
produtividade e problemas com soqueiras (KING; STEINDL, 1953). Atrelado a isso,
Young et al. (2006) ndo detectaram nenhuma variacdo entre 105 isolados de Lxx
obtidos de 9 paises, 0 que sugere uma rapida disseminacao a partir de uma unica
fonte. Embora especulativas, essas informacdes dao suporte a hipétese de que a
transmissao de Lxx via sementes, desde os primeiros cruzamentos realizados em
1920, tenha contribuido para a ampla ocorréncia da doenca em todos os paises
produtores de cana-de-acucar.

2.3Conclusoes

Conclui-se que a bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli € trasmitida via sementes
de cana-de-acucar em alta frequéncia e pode ser detectada em plantulas aos 90
dias por qPCR.
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3 CONTROLE DE Leifsonia xyli subsp. xyli EM PLANTAS DE CANA-DE-
ACUCAR ORIUNDAS DE TOLETES SUBMETIDOS A TRATAMENTO TERMICO
AVALIADO POR PCR QUANTITATIVO

Resumo

O principal método adotado para controle do raquitismo da soqueira de cana-
de-aclcar, causado pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli, € o tratamento térmico de
toletes. Porém, ndo se conhece o efeito deste tratamento no titulo de Lxx, uma vez
qgue os relatos de avaliacao da eficiéncia da termoterapia baseiam-se em avaliagdes
qualitativas. Desta forma, o efeito do tratamento na populacido da bactéria foi
quantificado em duas variedades de cana-de-agucar em dois ensaios. Os titulos
bacterianos foram quantificados por PCR quantitativo em folhas +1 de plantas
oriundas de toletes tratados ou ndo, 90 dias ap6s o plantio. A eficacia da
termoterapia foi variavel, dependendo da variedade e do titulo bacteriano presente
no material de origem dos toletes utilizados nos ensaios. Além disso, o tratamento
nao erradicou a bactéria, muito embora o numero de plantas negativas tenha sido
maior entre as que receberam tratamento térmico. Entretanto, os titulos bacterianos
em plantas oriundas de toletes colhidos de material com altos niveis populacionais
foram significativamente maiores em plantas ndo submetida ao tratamento. Com
isso, conclui-se que a reducdo na populacao bacteriana ocasionada pelo tratamento
térmico de toletes justifica o emprego deste método de controle especialmente se
aliado ao numero de ciclos de cultivo, dado que esta estratégia pode reduzir os
titulos bacterianos a niveis aceitaveis.

Palavras-chave: Raquitismo; Controle; Termoterapia; PCR em tempo real

Abstract

The main control method of the ratoon stunting disease of sugarcane, caused
by the bacterium Leifsonia xyli subsp. xyli, is through the heat treatment of setts.
However, the effects of this treatment on the bacterial titer are not known, since
reports on the the efficiency of this treatment are based on qualitative assessments.
Therefore, the effect of thermotherapy on bacterial population was quantified in two
sugarcane varieties in two trials. The bacterial titers were determined by quantitative
PCR in leaves +1 of plants originated from setts submitted or not to heat treatment
90 days after planting. The efficiency of the treatment was variable, depending on the
variety and on the bacterial titer in the stalks from which setts were collected. In
addition, the treatment did not eradicate the bacterium, although the number of
negative plants was higher among those that received heat treatment.
Notwithstanding, in plants originated from setts with high population levels, the
bacterial titers were significantly lower in treated plants than in untreated ones. Thus,
it is concluded that the reduction in bacterial population caused by heat treatment of
setts justifies its use as a control method specially if combined with a reduction in the
number of ratoon croppings, as this may be a strategy to reduce bacterial titers to
acceptable levels.

Keywords: Ratoon stunting disease; Control; Thermotherapy; Real-time PCR
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3.1 Introducao

A area a ser cultivada com cana-de-acucar no Brasil na safra 2013/2014 foi
estimada em 8.893 mil hectares, o que corresponde a um aumento de 4,8% em
relacdo a safra passada. Este crescimento é reflexo da expansdo da cultura na
regido Centro-Sul, a qual devera ter um incremento de 489,34 mil hectares ou
17,91% nas areas de canaviais. Os estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Goiés e
Mato Grosso do Sul deverdo ser os estados com maior acréscimo com 141, 106,
101 e 43 mil hectares, respectivamente (CONAB, 2013).

Porém, apesar da expansao em area cultivada e o consequente aumento da
producao, estimado em 11% para préxima safra (654 milhdes de t), a produtividade
dos canaviais apresentou intenso declinio nos ultimos anos. Na safra de 2009/2010,
por exemplo, a produtividade média do pais foi de 81,4 t/ha; ja na safra 2010/2011
caiu para 77,5 t/ha e seguiu em declinio, atingindo 67,1 t/ha na safra 2011/2012
(BRASIL, 2012). Em fungéo disto, foram realizados investimentos na implantacdo
dos novos canaviais e nas areas de renovacao, donde se espera reflexo positivo na
produtividade, que deve aumentar em 5,9% na safra 2013/2014 (CONAB, 2013).
Entretanto, este incremento é dependente do plantio de material sadio, dado que
toletes contaminados podem transmitir diversos patégenos (SUMMERS; BRANDES;
RANDS, 1948; RICAUD; RYAN, 1989; FERREIRA; COMSTOCK, 1989).

Neste contexto, uma das principais doencas da cana-de-agucar, o raquitismo
da soqueira, causado pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli, torna-se um fator
limitante ao esperado aumento da produtividade, pois as perdas em biomassa
devidas a doenca podem ser superiores a 30% (YOUNG et al., 2006). Para que isso
nao ocorra, o principal principio empregado no controle do raquitismo € o da
exclusao através do plantio de material vegetal livre do patégeno. Atualmente duas
técnicas sdo utilizadas para producdo de plantas sadias: tratamento térmico dos
toletes e obtencao in vitro de matrizes isentas do patégeno (HOY et al., 2003).

Para o tratamento térmico, trabalha-se o binbmio tempo de exposicao x
temperatura na tentativa de inativar a bactéria sem prejudicar a viabilidade das
gemas dos toletes. Assim, diversas metodologias podem ser utilizadas: ar quente a
58°C por 8h, vapor quente a 53°C por 4h, agua quente a 50°C por 2h (DAMANN;
BENDA, 1983), 4gua quente a 50°C por 3h (JOHNSON; TYAGI, 2010), 4gua quente
a 52°C por 30min (COPERSUCAR, 1989), além do tratamento com &gua quente
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acrescida dos &cidos peracético, cloridrico ou sulfato dodecil de sédio (SDS),
conforme proposto por Fernandes Jr. et al. (2010).

Na literatura existem diversos trabalhos sobre o uso da termoterapia no
controle do raquitismo da soqueira. No entanto, nestes, a eficacia dos tratamentos
baseou-se em avaliacbes qualitativas da incidéncia de plantas sintomaticas ou
assintomaticas, porém infectadas, neste caso através da microscopia, sorologia ou
PCR convencional. Resultados mostram que a termoterapia nos toletes nao é 100%
eficaz, havendo uma frequéncia de escape de 17 a 33% (DAMANN; BENDA, 1983;
JOHNSON; TYAGI, 2010; FERNANDES JR. et al., 2010; URASHIMA; GRACHET,
2012; GRISHAM; PAN; RICHARD JR., 2007). Além disto, o tratamento pode ainda
causar inviabilidade das gemas, uma vez que as temperaturas utilizadas estédo
préximas tanto da capacidade de sobrevivéncia da bactéria como do ponto de morte
térmica das células meristeméticas (JAMES, 1996).

O objetivo do presente trabalho foi quantificar o efeito da termoterapia no
titulo de Lxx em folhas de variedades de cana-de-acgucar utilizando a técnica de PCR
quantitativo em tempo real (QPCR). Como mencionado acima, diversas técnicas sao
utilizadas para diagnéstico da bactéria, porém, demandam mais tempo, sdo mais
trabalhosas, menos sensiveis, ndo quantitativas e estdo sujeitas a problemas de
contaminacdo cruzada (REISCHL; WITTWER; COCKERILL, 2002). J& a gPCR
apresenta maior sensibilidade, pois é capaz de distinguir precisamente e medir
sequéncias de &cidos nucléicos especificas em uma amostra, mesmo em
quantidades muito pequenas. Como monitora o progresso da amplificacdo através
de fluoréforos, a rapidez com que o sinal fluorescente atinge um nivel de limiar
(“cycle threshold” ou Ct) esta correlacionada com a quantidade de alvo original na
sequéncia, permitindo a quantificacao. Além disto, pode ser realizada somente em
uma reacdo e nao requer manipulagcées pds-PCR, minimizando assim as
possibilidades de contaminacao cruzada. Com isso, a técnica da PCR em tempo real
vem sendo cada vez mais utilizada para o diagnéstico e quantificacdo de
fitopatogenos (D"HAENE; VANDESOMPELE; HELLEMANS, 2010).



42

3.2 Desenvolvimento

3.2.1 Material e métodos

3.2.1.1 Material vegetal

Foram utilizados colmos oriundos de touceiras unicas das variedades SP80-
3280 e SP70-3370 dos quais foram colhidos quatro toletes de uma gema oriundos
do terco inferior de cada colmo (Figura 3.1 e Figura 3.2 - A) por estes conterem
maiores concentracoes da bactéria (BAILEY, 1977). Os colmos foram colhidos de
cana planta com 10 meses de idade ou de plantas de primeira soqueira com 8
meses de idade, dependendo do ensaio, todos oriundos de campos experimentais

localizados em Piracicaba (SP).
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Figura 3.1 - Planejamento do ensaio visando avaliar o efeito do tratamento término no titulo de Lxx “in
planta”

3.2.1.2 Ensaio de avaliacao da termoterapia

Os toletes de unica gema foram misturados e separados aleatoriamente em
dois lotes de 30 cada (Figura 3.2 - B), sendo que um lote foi submetido a tratamento
térmico por 52°C durante 30 minutos (COPERSUCAR, 1989; Figura 3.2 - C) e o
outro nao foi tratado termicamente. Os toletes foram plantados em bandejas de 28
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células de 220mL cada, contendo substrato Multiplante (Terra do Paraiso) (Figura
3.2 - D). Nas bandejas, as plantulas foram fertilizadas uma vez com 20g de sulfato
de amdnio por bandeja.

Aos 30 dias apdés o plantio, 10 plantas de cada tratamento/variedade,
contendo de 2 a 3 folhas, foram selecionadas, transplantadas para vasos de 10 litros
contendo substrato Multiplante (Terra do Paraiso), fertilizadas periodicamente com
sulfato de aménia (Figura 3.2 - E) e posteriormente avaliadas quanto ao titulo de
Lxx.

O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo e consistiu de quatro
tratamentos, representados pela combinacao de duas variedades e dois tratamentos
térmicos (tratado e nao tratado), onde cada vaso correspondeu a uma repeticao
disposta de maneira inteiramente ao acaso (Figura 3.2 - F). O ensaio foi repetido
uma vez, com a diferenca que no primeiro foram usados toletes de cana planta e no

segundo de plantas de primeira soqueira, conforme mencionado anteriormente.

gemas do terco inferior; B — mistura das gemas cortadas para tratamento térmico; C —
tratamento térmico; D — plantio das gemas em bandejas de 28 células; E — seleg¢ao de
plantas para instalagéo do ensaio; F — Disposi¢cao dos vasos na casa-de-vegetacao

3.2.1.3 Quantificacao de Lxx por qPCR

O numero de células de Lxx foi determinado por gPCR aos 90 dias apés o
plantio em folhas +1 conforme descrito no capitulo anterior. Para certificacdo da
presenca da bactéria no material vegetal de onde os toletes foram coletados, esta
também foi quantificada em 10 colmos escolhidos ao acaso daqueles utilizados para
obtencédo dos toletes. Neste caso, a quantificacdo foi feita em aproximadamente
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500ul de fluido vascular, extraidos do entrené mais préximo das gemas coletadas.
Para extracao do fluido, utilizou-se compressor de baixa pressao adaptado de uma
teteira de ordenha na extremidade da mangueira. O fluido foi armazenado em micro
tubos de 1,5mL a -80°C. O DNA foi extraido tanto de folhas como de fluido conforme
protocolo descrito por Pospiech e Neuman (1996) seguido de uma extragdo com
CTAB (AUSUBEL et al., 1987).

3.2.1.4 Analises estatisticas

Histogramas do numero de células bacterianas foram elaborados a fim de
comparar o efeito do tratamento térmico nos titulos bacterianos para cada variedade
e ensaio. Estas distribuicoes de frequéncias foram testadas pelo teste U de Mann-
Whitney entre duas amostras (SPRENT; SMEETON, 2001). Optou-se por este teste
nao-paramétrico uma vez que o numero de células de Lxx in planta nao segue
distribuicao normal (DAVIS; DEAN; HARRISON, 1988).

3.2.2 Resultados

Houve variacao nos titulos bacterianos entre os materiais vegetais utilizados
para coleta dos toletes e instalacao dos ensaios (Tabela 3.1). O titulo bacteriano foi
menor em material de cana planta usado no primeiro ensaio comparado ao material

de primeira soqueira utilizado no segundo.

Tabela 3.1 - Mediana do numero de células de Lxx em 100 ng de DNA extraidos de
fluido vascular de colmos das variedades SP80-3280 e SP70-3370
usadas como fonte de toletes para os dois ensaios

Mediana do numero de células de Lxx

Variedade

Ensaio 1 Ensaio 2
SP80-3280 134.8 5034.3
SP70-3370 307.1 316350.6

Em ambos os ensaios e para as duas variedades, o nimero mediano de
células foi inferior em plantas oriundas de toletes tratados termicamente (Tabela
3.2). No entanto, comparacdes das distribuicdes de frequéncias indicaram diferencas
entre plantas tratadas e nao tratadas para ambas as variedades, somente no
segundo ensaio (Figura 3.3). Em todas as distribuigbes, a maioria das plantas
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tratadas termicamente apresentou titulos que variaram de 0 a 200 células de Lxx,
exceto no primeiro ensaio para a variedade SP80-3280, onde foi identificada uma

planta na classe de 401-600 células e outra na ultima classe (>1400 células).

Tabela 3.2 - Mediana do numero de células de Lxx em 100 ng de DNA extraidos aos
90 dias ap6s o plantio de folhas +1 de plantas das variedades SP80-
3280 e SP70-3370 oriundas de toletes tratados termicamente (TT) ou

nao (NT)
Mediana do n° de células/100ng de DNA Total
Tratamentos Ensaio 1 Ensaio 2
SP80-3280 SP70-3370 SP80-3280 SP70-3370
1T 46.5 6.1 3.9 5.4
NT 225.4 117.3 31.9 749.4

Outro resultado interessante diz respeito ao numero de plantas onde a bactéria
nao foi detectada, que foi maior em plantas tratadas termicamente (Tabela 3.3). No
primeiro ensaio, dentre as duas variedades foram encontradas 6 plantas negativas
entre as 20 tratadas termicamente e 4 entre as 20 ndo tratadas. J& no ensaio 2
foram detectadas 9 plantas negativas entre as tratadas e apenas 2 entre as nao

tratadas.

Tabela 3.3 - Numero de plantas negativas para Lxx dentre as 10 tratadas (TT) ou
nao tratadas (NT) das variedades SP80-3280 e SP70-3370 nos
ensaios 1 e 2

Numero de plantas livres de Lxx
Tratamentos Ensaio 1 Ensaio 2
SP80-3280 SP70-3370 SP80-3280 SP70-3370
LI 1 5 5 4
NT 2 2 2 0
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3.2.3 Discussao

A erradicacdo de Lxx de material propagativo por meio da termoterapia foi
primeiramente recomendada como estratégia de controle por Steindl (1961) e até
hoje é usada em escala comercial (URASHIMA; GRACHET, 2012). Na literatura
existem diversos relatos que avaliam a eficiéncia de diferentes combinac¢des de
temperatura e tempo de exposi¢do ao calor. Entretanto, nenhum destes quantificou
o efeito do tratamento na populacao bacteriana in planta, dado que as metodologias
utilizadas para avaliacdo foram de natureza qualitativa, como analises
microscépicas, dot-blot enzyme immunoassay e contagem do numero de plantas
com sintomas (DAMANN; BENDA, 1983; GRISHAM; PAN; RICHARD JR., 2007;
GUILLEN et al.,, 2007; FERNANDES JR. et al., 2010; URASHIMA; GRACHET,
2012). Sendo assim, este foi o primeiro trabalho que quantificou o efeito da
termoterapia através da técnica da PCR quantitativa. Como a distribuicado do numero
de células bacterianas nao foi normal foi necessario utilizar o teste nao paramétrico
U de Mann-Whitney. O carater nao normal de médias de densidades populacionais
de Lxx in planta ja havia sido relatado (DAVIS; DEAN; HARRISON, 1988) e
provavelmente estd relacionado a distribuicdo irregular da bactéria nos tecidos,
como ja observado anteriormente (BAILEY, 1977), e também as variacées sazonais
que afetam o crescimento bacteriano.

Diversos estudos foram desenvolvidos em torno de variagcbes do bindmio
tempo x temperatura para o controle de Lxx a fim de se determinar condi¢ces 6timas
de inativacdo térmica das células bacterianas que resultassem em interferéncias
minimas no desenvolvimento das gemas. Em sua maioria, estes relatos apontam
que o tratamento térmico ndo apresenta eficiéncia de 100% na erradicacao de Lxx.
Damann e Benda (1983), por exemplo, avaliaram trés métodos: agua quente a 50°C
por 2 horas, vapor quente a 53°C por 4 horas e ar quente a 58°C por 8 horas. Os
toletes tratados com ar quente nao sobreviveram apds o tratamento. Ja entre toletes
tratados com agua houve 17% de escape, enquanto que entre os tratados com
vapor quente esta taxa foi de 16%. Guillen et al. (2007) utilizaram agua quente a
50,5°C por 2 ou 3 horas e camara Umida a 44°C durante 4 horas seguida por mais 4
horas a 25°C. O tratamento de &gua quente por 3 horas mostrou-se inviavel, pois
nenhuma planta sobreviveu, além disso, os tratamentos com agua quente por duas

horas e o que utilizou cdmara umida n&o foram eficientes, pois 100% das amostras



48

testaram positivas para Lxx através da analise por Dot-Blot. No Brasil, as condi¢ges
mais comunente empregadas sdo agua quente a 50°C por 2 horas (DAMANN;
BENDA, 1983) ou a 52°C por 30 minutos (COPERSUCAR, 1989), sendo o segundo
método o mais utilizado por demandar menos tempo, permitindo assim o tratamento
de mais gemas. Além destes, Fernandes Jr. et al. (2010) propuseram o tratamento
com solugdo 2% de &cido peracético a 52°C por 5 minutos, solucdo de acido
cloridrico 1% ou ainda a combinacao de sulfato dodecil de sédio (SDS) 1% e acido
peracético 2% no tratamento a 52°C por 10 minutos. O tratamento usual com &gua
quente a 50°C por 2 horas foi o Gnico que atingiu 100% de plantas livres de Lxx,
segundo testes de dot-blot, ao passo que nos demais as taxas de escape variaram
entre 19 e 25%, nao diferindo estatisticamente entre si. Entretanto, a erradicacédo da
bactéria ndo foi verificada em outros trabalhos onde foram usadas as mesmas
condi¢coes. Damann e Benda (1983), Grisham, Pan e Richard Jr. (2007), Guillen et
al. (2007) e Urashima e Grachet (2012), por exemplo, utilizaram o mesmo binémio
tempo x temperatura e encontraram taxas de escape que variaram de 17 (DAMANN;
BENDA, 1983) a 100% (GUILLEN et al., 2007).

Tomando-se os resultados dos ensaios e variedades em conjunto, as taxas
de escape relatadas neste trabalho variaram entre 55 e 70% e foram bem superiores
as relatadas na maioria dos estudos anteriores. A possivel causa dessa diferenca foi
o emprego de um método de deteccdo mais sensivel comparado ao PCR
convencional e tissue blot (GRISHAM; PAN; RICHARD JR., 2007), especialmente
em materiais vegetais com baixos titulos bacterianos. Além disso, é necessario
investigar o efeito de outras caracteristicas intrinsecas as variedades na eficiéncia
da termoterapia, tais como tamanho de tolete e morfologia de gemas.

Embora o tratamento térmico de toletes nao tenha sido eficaz na erradicacao
da bactéria, ele reduziu significativamente a populacéo bacteriana. No entanto, esta
reducdo sé foi detectada no segundo ensaio, onde foi usado cana de primeira soca
com altos titulos bacterianos como fonte de material propagativo. Neste ensaio,
tomando-se os valores medianos do numero de células bacterianas no caso da
variedade SP80-3280, por exemplo, 50% das plantas tratadas apresentaram titulos
menores que 4 ceélulas, comparado a 31 em ndo tratadas. Para a variedade SP70-
3370, estes valores foram mais discrepantes, de 6 e 749 células, respectivamente.
Ja no primeiro ensaio, se houve algum efeito da termoterapia no titulo bacteriano,

nao foi possivel detecta-lo, seja por que a bactéria estava em niveis muito baixos no



49

tecido e 0 método nao foi capaz de quantifica-la precisamente, seja por que a
termoterapia nas condicbes adotadas nao foi eficaz perante titulos muito baixos.
Neste caso, é interessante investigar se condicdes alternativas de tratamento, seja
por elevacdo da temperatura ou do tempo de exposicdo ao calor ou ainda por
sucessivos tratamentos térmicos, sdo mais eficazes quando aplicadas em colmos
com baixo titulo de Lxx. De qualquer modo, a reducado na populacdo bacteriana
ocasionada pelo termotratamento de toletes justifica o emprego deste método de
controle, uma vez que as perdas em produtividade estdo diretamente
correlacionadas ao titulo bacteriano nos tecidos da planta (BAILEY, 1977; DAVIS;
DEAN; HARRISON, 1988; MCFARLANE, 2002). Assim, 0 emprego da técnica aliado
a crescente retomada de renovagao dos canaviais, a qual reduz a idade média dos
mesmos (CONAB, 2013), pode constituir uma estratégia que reduza os titulos

bacterianos a niveis aceitaveis.
3.3Conclusoes

O titulo inicial dos colmos utilizados nos ensaios interferiu na eficiéncia da
termoterapia.

O tratamento a 52°C por 30 minutos n&o foi capaz de erradicar a bactéria de
todos os toletes tratados, entretanto foi capaz de reduzir o titulo bacteriano

significativamente no segundo ensaio.
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