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ARTICLE INFO ABSTRACT

Recebido 30 Out 2019 Sugarcane cultivation is one of the most important agricultural activities in Brazil,
Aceito 15 Abr 2020 currently occupying the 3rd place in planted areas in the country. Despite the
Publicado Dia Més Ano country’s sugarcane economic importance, crop development is limited by the ratoon

stunting disease (RSD), the main crop disease caused by the Leifsonia xyli subsp.
xyli (Lxx). The most widespread control technique of RSD is the sugarcane stalks
thermotherapy. The study aimed to evaluate the sugarcane (varieties RB 863129 and
RB 92579) stalks thermotherapy effectiveness on Lxx control. The sugarcane stalks
were subjected to a combination of temperature and time treatments, which consisted
of 30 minutes at 52°C, 2 hours at 50°C, and a control treatment (not heat-treated).
Then, the sugarcane stalks were grown in boxes, containing Basaplant® substrate and
transferred to the greenhouse, by 50 days. After this period, the total percentage of
shoot emission and plant health were evaluated concerning the presence of Lxx
genomic DNA. Under the conditions of this study, it was found that for RB 863129
and RB 92579 sugarcane varieties, all the treatments tested presented PCR
amplification for Lxx, as well, the development of the shoots was compromised.
Keywords: Saccharum officinarum, ratoon stunting disease, heat treatment,
diagnosis.

RESUMO

A cultura da cana-de-aglcar ¢ uma das mais importantes atividades agricolas do
Brasil, ocupando atualmente a 3% colocacdo em darea plantada no pais. Apesar da
importancia econdmica da cana-de-aglcar para o pais, o crescimento da cultura é
limitado pelo raquitismo-da-soqueira, principal doenca da cultura, causada pela
bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx). A técnica mais difundida para o controle do
raquitismo-da-soqueira € a termoterapia de rebolos. O estudo objetivou avaliar a
efetividade da termoterapia de rebolos para o controle de Lxx nas variedades RB
863129 e RB 92579 de cana-de-aclcar. Os rebolos foram submetidos aos
tratamentos de combinacdo de temperatura e tempo, que consistiu em 52°C por 30
minutos, 50°C por 2 horas e um tratamento controle, onde os rebolos ndo foram
submetidos a tratamento térmico. Em seguida, os rebolos foram cultivados em caixas
contendo substrato Basaplant® e transferidos para a estufa, onde permaneceram por
50 dias. Ap0s este periodo, foi avaliada a porcentagem total de emissao de brotac6es
e a fitossanidade em relacdo a presenca de DNA genémico de Lxx. Nas condicfes
deste estudo foi verificado que, para as variedades RB 863129 e RB 92579 de cana-
de-agucar, todos os tratamentos testados foram diagnosticados como positivos para
Lxx, bem como, comprometeram a emissdo de brotagdes.

Palavras-Chave: Saccharum officinarum, raquitismo-da-soqueira, tratamento
térmico, diagnose.
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Introducéo

A cultura da cana-de-agUcar representa
uma importante fonte de matéria-prima para as
industrias de acUcar e etanol. Para o setor de
biocombustiveis, ainda se espera um aumento
significativo na demanda de etanol, considerando
seu potencial mais sustentdvel como substituto
dos combustiveis fosseis e de reduzir as emissdes
de gases (Goldemberg et al., 2014).

Na safra de 2019, cerca de 642,7 milhdes
de toneladas de cana-de-acucar foram produzidas
no Brasil, sendo o Estado de S&o Paulo o principal
produtor, seguido por Goias, Minas Gerais, Mato
Grosso do Sul, Parand, Alagoas e Pernambuco,
com 12,09 milhdes de toneladas (CONAB, 2019),
sendo as caracteristicas de solo e clima da regido,
fatores que interferem  positivamente na
produtividade da cana-de-aglcar (Simdes Neto et
al., 2015).

O raquitismo-de-soqueira (RSD), causado
pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xy/i (Lxx) é
considerada a principal patologia em cana-de-
acucar, sendo responsavel por perdas na producao
gue podem exceder 50%, a depender da
concentracdo do patdgeno nos vasos condutores
da planta (Dias, Carrer Filho & Cunha, 2019).

A auséncia de variedades resistentes ao
RSD e a falta de sintomas em plantas infectadas
pela Lxx dificultam o diagndstico e,
consequentemente, a identificagdo correta da
fitobactéria e o seu real impacto sobre o setor
produtivo.

Como se trata de uma doenca que se
dissemina no campo, através do contato de plantas
sadias com o fluido vascular de plantas infectadas,
os métodos de controle incluem a desinfestacdo de
instrumentos de corte e técnicas de manejo como
o0 tratamento térmico dos rebolos antes do plantio
e o0 cultivo in vitro a partir de meristemas (Dias,
Carrer Filho & Cunha, 2019; Garcia et al., 2019;
Hoy et al., 2003; Sandhu et al., 2009).

A termoterapia € a técnica mais difundida
para o tratamento de rebolos de cana-de-agucar,
onde, as duas metodologias mais empregadas no
Brasil sdo, 52°C por 30 minutos (Copersucar,
1989) e 50°C por 2 horas (Damann & Benda,
1983).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar a eficacia do tratamento térmico de rebolos
para o controle de Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx)
e os efeitos da termoterapia na emissdo de
brotacdes em rebolos das variedades RB 863129 e
RB 92579 de cana-de-acUcar.

Material e Métodos
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Para a condugdo do experimento, rebolos
das variedades RB 863129 e RB 92579 foram
coletados no més de marco de 2018 na Estacdo
Experimental de Cana-de-aclicar do Carpina,
localizada no municipio de Carpina, Pernambuco.
O experimento foi conduzido no Laboratério de
Pesquisas Aplicada a Bioféabricas (LAPAB), do
Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE), onde, com o auxilio de esponja e
detergente, os rebolos foram lavados para a
retirada da cera epicuticular presente na
superficie, visando evidenciar a coloracdo e
garantir a assepsia do material vegetal a ser
utilizado em laboratorio.

Depois de lavados, os rebolos foram
acondicionados em saco de raschel de nylon e,
apoés imersdo em tanque térmico, foram
submetidos a dois tratamentos de termoterapia,
sendo (T2) com 52°C por 30 minutos, (T3) com
50°C por 2 horas e (T1) tratamento controle, no
qgual os rebolos ndo foram submetidos a
tratamento térmico.

Apds o procedimento de termoterapia, 0s
rebolos foram cultivados em caixas plasticas
contendo 3 centimetros de substrato Basaplant
Florestal®, de forma que as gemas laterais
ficassem voltadas para cima, e em seguida, 0s
rebolos foram cobertos com uma camada de 2 cm
do mesmo substrato. Ap6s o acondicionamento, as
caixas plasticas foram transferidas para a estufa de
aclimatizagdo de plantas, onde permaneceram por
50 dias. ApoOs este periodo, foi avaliada a
porcentagem total de rebolos que emitiram
brotacbes (%). Para a determinacgdo do indice de
velocidade de emissdo de brotagdo, a cada dois
dias, foi avaliado o nimero de brotacdes emitidas,
determinado pela equacao: IVB=
(B1/D1+B2/D2+B3/D3+...+Bn/Dn), onde Bn é o
namero de brotacGes verificadas nas contagens e
Dn é o nimero de dias de cultivo dos rebolos.

Para cada tratamento foram utilizadas 40
repeticbes, sendo que cada repeticdo foi
constituida de 1 rebolo com 6 centimetros de
comprimento, contendo uma gema cada.

Para a avaliacdo quanto a presenga de
Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx), no material
vegetal submetido aos tratamentos térmicos,
foram utilizados fragmentos de folhas das mudas
recém brotadas. Em camara de fluxo laminar, com
0 auxilio de bisturi estéril, as folhas foram
cortadas e pesadas, até 100 mg por microtubo. Em
seguida as amostras foram congeladas com
nitrogénio liquido e maceradas via Tissue Lyser
(Qiagen).

As amostras foram entdo submetidas a
extragdo de DNA por meio do Kit Wizard®
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Genomic DNA Purification Kit (Promega) e
depois a corrida em gel de agarose a 1% para
avaliagdo da qualidade do DNA extraido. Por fim,
o material foi quantificado por espectrofotometria
em Nanodrop.

Quanto a identificagdo molecular do
patégeno, foram utilizados os primers LxxW.1 (5°¢
CAGAGCACCATCGTGAAGAC 3°) e LxxW.2
(5 AAGGACAAGTCCACCAAGGA 37,
especificos para Lxx. As condi¢bes de ciclagem
foram: desnaturacdo inicial de 94°C por 5
minutos, seguidos por 35 ciclos de desnaturacdo a
94°C por 45 segundos, anelamento a 56°C por 30
segundos, extensdo de 72°C por 60 segundos,
seguidos por uma extensdo final a 72°C por 10
minutos (Dantas et al., 2017).

Apos cada ensaio de reacdo de PCR, os
amplicons foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2%, e visualizados com o auxilio de
transiluminador com luz ultravioleta. Os
amplicons gerados foram visualizados na forma
de bandas e consideradas positivas para LxX as
amostras que apresentaram fragmento
correspondente a 182 pb, utilizando, como
comparagdo, um marcador de peso molecular de
100 pb.

Os resultados indicaram que todas as
amostras submetidas ao tratamento térmico se
mostraram positivas na PCR para Lxx (Figura 1),
independente do tratamento utilizado, indicando
gue a termoterapia, apesar de largamente utilizada
por ter o potencial de desnaturar as proteinas das
células bacterianas (Dias, Carrer Filho & Cunha,
2019), ndo se mostrou eficiente para a eliminacao
de Lxx e controle do raquitismo-da-soqueira. 1sso
pode ser devido as temperaturas consideradas
baixas para penetracdo de calor no interior do
rebolo, insuficientes, portanto, para a eliminagdo
do microrganismo endofitico.

Neste estudo, a PCR convencional
mostrou alta sensibilidade na detec¢do de DNA de
Lxx a partir de folhas jovens (50 dias) de cana-de-
acucar submetida aos tratamentos, ao contrario do
que foi observado por Dias, Carrer Filho & Cunha
(2019), que obteve resultados falso negativos por
este método quando extraiu 0 DNA a partir do
fluido vascular de cana-de-aglcar apOs nove
meses de cultivo em campo. Isso mostra que a
fonte do material biolégico a ser testado e o0 tempo
de vida da planta podem influenciar na eficiéncia
da diagnose e sdo fatores que devem ser levados
em consideracdo na escolha do método mais
adequado de analise.

C+ TI(A) TI(A) T2(A) T2(A) T3(A) T3(A) TI(B) TI(B) T2(B) T2(B)

Figura 1. Foto de gel de eletroforese da PCR para Lxx do material foliar de cana-de-agUcar regenerada apés
os tratamentos de termoterapia. M= marcador de peso molecular; C- = controle negativo; C+ = controle
positivo; T1= controle sem tratamento térmico; T2=52°C/30’; T3= 50°C/2h. A= RB 863129; B= RB 92579.

Para as variedades avaliadas neste estudo,
foi observado que o tratamento térmico teve
influéncia sobre o percentual de brotagdes
emitidas, sendo verificado efeito deletério para a
porcentagem de emissdo de brotacGes quando os
rebolos foram submetidos a tratamento térmico,
independente da variedade (Figura 2). A
porcentagem de emissao de brotacBes oriundas de
rebolos tratados termicamente foi inferior quando
comparada com a porcentagem de brotagdes de
rebolos que ndo foram submetidos a termoterapia,
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sendo verificado o valor maximo de 87,5 e 85%
de emissdo de brotaces para as variedades RB
863129 e RB 92579, respectivamente. Assim, 0
tratamento térmico se mostrou prejudicial para
esta varidvel. Este comportamento também foi
reportado por Fernandes Janior et al (2010), que
verificaram decréscimo de 30% no percentual de
emissdo de brotagbes quando submeteram a
variedade CB 49-206 ao tratamento de 50°C por 2
h. Ainda, Urashima & Grachet (2012) relataram
decréscimo de até 50% para emissdao de brotacdo
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para a variedade RB 935744, quando submetida
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Figura 2. Porcentagem de emisséo de brotagdes em fungéo de diferentes tratamentos térmicos ao longo de 50
dias apds o plantio, em rebolos de cana-de-agUcar das variedades RB 863129 (A) e RB 92579 (B).

Neste estudo, foi verificado que o
tratamento T2, onde os rebolos foram submetidos
a temperatura de 52°C por 30 minutos,
apresentaram 27,5% de emissdo de brotagdo,
independente da variedade, porém, no tratamento
T3, onde foram submetidos a 50°C por 2 horas, as
variedades estudadas apresentaram
comportamentos distintos, onde, foi verificado
52,5% de emiss@o de brotacOes para a variedade
RB 863129, porém, para a variedade RB 92579,
foi verificado apenas 5% de emissdo de brotagdes,
além do fato que estas vieram posteriormente a
morte, 0 que inviabilizou a coleta de material
vegetal para a diagnose molecular neste
tratamento em especifico (Figura 1).

Portanto, dependendo da variedade, um
mesmo tratamento térmico pode apresentar
respostas distintas, determinado pelas
caracteristicas genéticas, podendo ser tanto
benéfico, quanto deletério sobre as caracteristicas
morfolégicas das brotacbes (Benda, 1994;
Fernandes Janior et al., 2010).

Concluséo

Apesar de a termoterapia ser amplamente
utilizada para tratamento de rebolos, foi verificado
que, para as duas variedades de cana-de-agucar
testadas, os tratamentos ndo foram capazes de
eliminar a Lxx. Além disso, a termoterapia
mostrou efeito deletério, comprometendo a
emisséo de brotagoes.
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