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RESUMO

O raquitismo-da-soqueira, causado por Leifsonia xyli subsp. xyli é considerado uma das mais importantes doengas bacterianas
da cana-de-aglicar (Saccharum spp.). Para verificar a possivel ocorréncia de Leifsonia xyli subsp. xyli naregigo noroeste do Parand, foi
realizado um levantamento em 32 areas de plantio de duas usinas, utilizando-se 0 método sorolégico “Dot blot” e um protocolo
baseado na reacéo em cadeia da polimerase. As amostras foram coletadas em areas cultivadas com 8 variedades e 2 clones, a partir de
plantas em diferentes épocas de corte, perfazendo um total de 1395 amostras. Constatou-se a presenca da bactéria no fluido
fibrovascular de plantas da variedade SP77-5181 coletado em uma das propriedades, com indice de incidéncia de 23%. Esses
resultados indicam aincidéncia de Leifsonia xyli subsp. xyli no noroeste do Parana.

Termos par a indexagdo: Raquitismo-da-soqueira, sorologia, PCR.

ABSTRACT

Ratoon stunting disease caused by Leifsonia xyli subsp. xyli is one of the most important bacterial diseases of sugarcane
(Saccharum spp.). A ratoon stunting desease survey was carried in 32 sugarcane producing areas from two millsin the northwest
region of Parand State through a dot blot serological protocol and a polymerase chain reaction-based assay. A total of 1395 samples
were collected in areas planted with 8 varieties and 2 sugarcane clones collected from plants at different harvest periods. The
bacterium was detected in the fibrovascular fluid of the SP77-5181 variety from a producing areain a 23% rate of incidence. These
dataindicated that Leifsonia xyli subsp. xyli is present in the northwest region of Parana.

Index terms: Ratoon-stunt disease, sorology, PCR.

(Recebido em 9 dejaneiro de 2008 e aprovado em 23 de setembro de 2008)

De acordo com levantamentos da Companhia
Nacional de Abastecimento, o Parana € o segundo maior
produtor de élcool e o terceiro maior produtor de agticar
no Brasil, apresentando expansdo de 25% da érea plantada
com cana-de-aguicar, na safra atual (CONAB, 2007).

As doengas representam um dos fatores
responsaveis pelo decréscimo da produtividade da cana-
de-agUcar em todo o mundo, e o raquitismo-da-soqueira
(RSD), causado pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli
(DAVISetd., 1980, 1984; EVTUSHENKO et a., 2000) é

uma das mais importantes, podendo ocasionar perdas
significativas, estimadas em até 21% (CHAGAS &
MATSUOKA, 1988).

Leifsonia xyli subsp. xyli encontra-se classificada
no grupo corineforme, Gram positiva, aerdbica, pleomorfica
e fastidiosa. Produz in vitro coldénias minudsculas e
trang(icidas, apds 14 dias de cultivo em meio SC — Soybean
Corn (CARDOSO, 1986; GILLASPIE et al., 1981).

Em anos de seca, podem ser observados sintomas
externos do raquitismo-da-soqueira como crescimento
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irregular, plantas raquiticas, pouco perfilhamento e colmos
finos. Porém, essa sintomatol ogia é facilmente confundida
com fatores abidticos tais como baixa fertilidade do solo e
até mesmo fata de &gua. Nao havendo déficit hidrico, esses
sintomas podem ndo surgir (TOKESHI, 1997). Sintomas
internos observaveis apenas em variedades suscetivels,
séo caracterizados pela presenca de pontuacfes ou
virgulas avermelhadas nos feixes do xilema na regi&o nodal.
Porém, nenhum sintoma interno ou externo tem poder
diagndstico, por ndo ser exclusivo do raquitismo-da-
soqueira (COMSTOCK et al., 1997).

A dificuldade da avaliagdo dos sintomas no campo
€ um dos motivos da disseminacdo da bactéria em éreas
cultivadas com cana-de-acUcar em todo mundo
(CARDOSO, 1986). Dessaforma, a diagnose da doenca so
pode ser realizada pela deteccdo direta do patégeno
(SANGUINO, 1998; SANGUINO €t al., 1984).

As técnicas de deteccdo da bactéria mais utilizadas
s80 amicroscopia de contraste de fase (STEINDL, 1976),
sorologias (GILLASPIE, 1978) e a Reagéo em Cadeiada
Polimerase — PCR (PAN et al., 1998).

Considerando aimportancia econdmica da cultura
para o Parané e a expansdo da cana-de-aglicar para hovas
areas, objetivou-se, neste trabalho levantar a incidéncia
de Leifsonia xyli subsp. xyli nos plantios comerciais de 2
usinas do noroeste do Parana, através do teste sorol égico
“Dot blot” e por PCR.

Assim foram selecionados canaviais com, no
minimo, 9 meses de idade e retirados 20 a 40 colmos por
amostra, independente do tamanho do tal o, intercalando-
se 5 linhas de plantio entre uma coleta e outra, percorrendo-
se umadisténcia de 100 metros na linha escolhida, e a cada
10 metros, coletou-se na base, rente ao solo, 0 colmo mais
velho de cadatouceira. Apos as coletas, os colmos foram
limpos e cortados na altura do quarto internddio basal,
identificados, e levados ao laboratdrio.

Para as amostragens foram escol hidas 8 variedades
mais cultivadas na regido e 2 clones promissores
(RB724545, RB835089, RB855536, RB835486, RB835054,
RB845257, RB855156, SP77-5181, CL RB946903, e CL
RB956911) em 32 &reas de plantio, totalizando 1395 colmos.
As amostragens foram realizadas no periodo de maio-junho
e outubro-novembro de 2006, coletando-se desde cana
planta até plantas de sexto corte. Para a extracdo da seiva
foram utilizados segmentos do segundo ou terceiro
internédios basai's, retirando-se um cilindro de 1x2 cm da
regido central de cada colmo, com o auxilio de um furador
de rolhas. Posteriormente, os cilindros foram
acondicionados em tubos de microcentrifugade 1,5 ml e
centrifugados por 5 min, a12.000 rpm em umamicrocentrifuga

Hsiangtai®. O extrato resultante foi armazenado a -20°C.
Nos ensaios sorolégicos foi utilizada a técnica “ Dot Blot
EIA” (“Dot Blot Enzyme Immunoassay”), Harisson & Davis
(1986), modificada conforme Carneiro et al. (2004), utilizando-
se antissoro policlonal especifico contra Leifsonia xyli
subsp. xyli produzido e testado por Carneiro et al. (2004).
Como padrfes positivos foram utilizadas suspensdes da
bactéria pura, seiva extraida de plantas das variedades
CB492606 e SP70-1078 infectadas com Leifsonia xyli subsp.
xyli, previamente testadas, seiva de cana doente diluida 10
vezes em dgua destilada, e como padréo negativo, somente
agua destilada.

O DNA de Leifsonia xyli subsp. xyli foi obtido a
partir do fluido fibrovascular de cana-de-agUcar, segundo
0 método proposto por Taylor et al. (2003), e nas
amplificagbes por PCR foram utilizados os pares de
oligonucleotideos Lxx 23SF, Lxx 23SR (GAGLIARDI, 2003)
e C2F, C2R (TAYLOR et d., 2003). Para cada variedade ou
clone foram testados 5 colmos escol hidos a eatoriamente.
Cinco microlitros de cada produto de amplificacéo foram
separados através de eletroforese em gel de agarose a 3,0%,
em tampao TBE 1X (Tris-base 50mM, acido bérico 50 mM
eEDTA 1 mM —pH 8,5) a85V. Os géis foram corados com
brometo de etidio (5 pg/ml) e os que apresentaram bandas
foram fotografados.

A bactériafoi detectada em 14 colmos da variedade
SP77-5181, correspondente a 1% do total de amostras
analisadas (Figura 1). Na érea cultivada com a variedade
SP77-5181, Leifsonia xyli subsp. xyli teve 23% de
incidéncia, e conforme estimativas de Sangtiino (1998), para
cada 1% de incidéncia bacteriana h4 uma perda média de
0,4% na produtividade da cana-de-agUcar. Desse modo,
foi estimada uma perda de 6,9 t/ha para a &rea cultivada
com a SP77-5181, considerando-se a média de
produtividade de 75 t/ha. Comportamento semelhante foi
observado por fitopatologistas da UFRPE/EECAC no
nordeste, onde a SP77-5181 apresentou incidéncia de
Leifsonia xyli subsp. xyli de 51% (CHAVES et d., 2002). A
variedade SP77-5181 é definida como responsiva, ou sgja,
apresenta uma boa resposta a condi¢des favoraveis de
cultivo, porém néo se adapta a ambientes mais restritivos
(LANDEL et al., 2006).

Nas variedades e clones RB ndo se constatou a
presenca de Leifsonia xyli subsp. xyli. Todavia, em um
levantamento realizado em Minas Gerais, Bahia e Espirito
Santo (PONTE, 2006), a bactériafoi detectada em todas as
variedades amostradas, com indice de incidéncia variando
de 4,8 a 28%, inclusive nas variedades RB855536, RB72454,
RB835054 e RB835089, que também foram andisadas neste
trabal ho.
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O regime hidrico na regido noroeste do Parand,
durante o ano de 2006, foi bastante propicio ao
desenvolvimento da cana-de-agUcar, com chuvas bem
distribuidas ao longo do periodo. Sabe-se que variedades
infectadas por Leifsonia xyli subsp. xyli podem néo
apresentar sintomas externos devido & boa disponibilidade
de agua para a planta, nesses casos, a densidade
populacional da bactéria seria menor que nas cultivares muito
suscetiveis, dificultando assim adiagnose (DAVIS et d., 1994;
TOKESHI, 1997). A técnica soroldgica“Dot blot” apresenta
sensibilidade de 2 x 10° células bacterianas/ml (HARRISON
& DAVIS, 1986), sendo menor quando comparada com a
imunofluorescéncia e a0 PCR, que detectam em torno de 10° a
10* células/ml (TAYLOR et d., 2003).

e e < ]

Figural — Resultado de um experimento “Dot blot” com
amostras de cana-de-aglicar da variedade SP77-5181,
cultivada no noroeste do Parana. Os pontos de tonalidade
mais forte em (B2, B4, B6 e B7) indicam reagéo positiva
paralLeifsonia xyli subsp. xyli em 4 colmos da SP77-5181.
Os pontos de A3 até A7, representam controles positivos
previamente selecionados da variedade CB492606
infectada com Leifsonia xyli subsp. xyli. A8, bactéria pura.

Apesar disso, o “Dot blot” é suficientemente
sensivel para orientar a necessidade do uso do tratamento
térmico em material propagativo (CARNEIRO et a., 2004).

Nas reagdes de PCR realizadas com dois pares de
oligonucleotideos especificos para diferentes regides do
genoma bacteriano, novamente Leifsonia xyli subsp. xyli
foi detectada apenas em amostras da SP77-5181 (Figura 2).
Foi observado ainda que, mesmo nos testes com amostras
de CB492606 e SP70-1078 utilizadas como controles
positivos, a reprodutibilidade das amplificagdes por PCR
ndo era constante, provavelmente devido a acdo de
inibidores da reagdo presentes nos extratos brutos da cana-
de-agUcar, os quais anteriormente ja foram apontados como
um problema a ser superado para que esse método possa
ser utilizado na diagnose de rotina do RSD (PAN et a.,
1998).

A constatagdo da ocorréncia de Leifsonia xyli
subsp. xyli no noroeste do Paran& demonstra aimportancia
do monitoramento periédico das &reas de cultivo, 0 manegjo
varietal adequado, e a substituicdo de variedades muito
susceptiveis como a SP77-5181, além da adocdo de medidas
preventivas como o tratamento térmico, e a desinfeccdo
dos instrumentos de corte, para se evitar a disseminacéo
da bactéria para areas aparentemente livres do raquitismo-
da-sogueira da cana-de-agUcar.
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Figura 2 — Resultados dos ensaios de PCR com
oligonucleotideos especificos para Leifsonia xyli subsp.
xyli. A - AmplificacBes com os oligonucl eotideos C2F e
C2R (TAYLOR et a., 2003). B- Amplificacbes com os
oligonucleotideos 23SF e 23SR (GAGLIARDI, 2003). 2-
Produtos de amplificac8o de suspensdo de bactéria pura.
3 e 4 produtos de amplificac@o a partir de extragbes da
variedade SP77-5181. 1- DNA Ladder 100 bp.
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