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RESUMO

Silva, M.S.; Bedendo, I.P.; Casagrande, M.V. Caracterizagdo molecular e patogénica de isolados de Xanthomonas albilineans (Ashby)
Dowson, agente causal da escaldadura das folhas da cana-de-actcar. Summa Phytopathologica,v.33,n.4, p.341-347,2007.

A escaldadura das folhas, causada pela bactéria Xanthomonas
albilineans (Ashby) Dowson, ¢ uma das cinco doengas mais
importantes da cana-de-agucar e sua ocorréncia reduz o rendimento e
a longevidade da cultura. Variedades resistentes tém sido usadas para o
controle, porém hé evidéncias da ocorréncia de variantes do patéogeno.
Em campos comerciais do Estado de Sdo Paulo, tem sido observado
que a mesma variedade de cana se apresenta como resistente em uma
regido e suscetivel em outra, sugerindo a ocorréncia de variantes na
populacido do patdogeno. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar
a presenca de diversidade genética da bactéria em areas comerciais.
Um total de 50 isolados foram obtidos em cultura pura a partir de
plantas sintomaticas coletadas em Piracicaba (SP), Jau (SP), regido
de Ribeirao Preto (SP) e Iturama (MG). Os isolados foram confirmados
como pertencentes a espécie X. albilineans por meio de caracteristicas
de colonias, serologia e PCR com ‘primers’ especificos. Para
caracterizacdo da diversidade genética, foi usado o método de Rep-

PCR, a partir do DNA extraido de cada isolado. Oito isolados,
provenientes dos diferentes grupos identificados por rep-PCR, foram
usados em testes de patogenicidade, por meio de inoculagdo em duas
variedades de cana. Os resultados confirmaram todos os isolados como
pertencentes a espécie X. albilineans. Por meio de rep-PCR, foi
demonstrada diversidade genética entre os isolados, os quais foram
separados em trés grupos: um grupo composto somente pelos isolados
de Piracicaba; um segundo, contendo todos os isolados amostrados
em Jau e na regido de Ribeirdo Preto, e um isolado de Iturama; e, no
terceiro, somente dois isolados coletados em Iturama. Os testes de
patogenicidade revelaram diferengas na agressividade entre isolados,
porém sem relagdo com sua regido de origem. Este trabalho revelou a
ocorréncia de diversidade genética e de agressividade dentro da espécie
X. albilineans, evidenciando uma possivel relagdo entre ocorréncia
de variantes do patégeno e reagdo de variedades de cana cultivadas no
estado de Sao Paulo.

Palavras-chave adicionais: diversidade genética, teste de patogenicidade, método de inoculagio.

ABSTRACT

Silva, M.S.; Bedendo, I.P.; Casagrande, M.V. Molecular and pathogenic characterization of isolates of Xanthomonas albilineans (Ashby)
Dowson, causal agent of sugarcane leaf scald. Summa Phytopathologica, v.33,n.4, p.341-347, 2007.

Leaf scald is among the five more important diseases in sugarcane
and its occurrence reduces yield and crop longevity. Resistant cultivars
have been used to control the disease, but there is evidences of the
occurrence of variants of the pathogen. In commercial fields located
in Sao Paulo State, it has been observed that one sugarcane cultivar
can show symptoms in some regions but not in anothers, suggesting
the presence of variants within the pathogen population. Thus, the
aim of this study was to investigate the presence of genetic diversity
of the bacteria in commercial areas. A total of 50 isolates were obtained
in pure culture from symptomatic plants collected in ‘Piracicaba
(SP)’, ‘Jau (SP)’, ‘Ribeirdo Preto (SP)’ region and ‘Iturama (MG)’.
The isolates were confirmed as X. albilineans by using characteristics
such as of colony type, serology and PCR with specific primers. Rep-
PCR method was used to evaluate genetic diversity using DNA

extracted from each isolate. Eight isolates, from different groups
identified by rep-PCR, were used in assays for pathogenicity by
inoculation on two sugarcane cultivars. The results confirmed that
all isolates belonged to X. albilineans. By using rep-PCR it was
demonstrated the occurrence of genetic diversity among the isolates,
which were separated in three groups: group 1- isolates only from
‘Piracicaba’; group 2- isolates sampled in ‘Jau,’ the isolates collected
in ‘Ribeirdo Preto’ region and one isolate from Iturama; and group 3
- two isolates from ‘Iturama’. Assays for pathogeneicity revealed
differences in agressivity among isolates, but not related to regions
where they were collected. This study revealed the occurrence of
genetic and agressivity diversity within X. albilineans population
suggesting a possible relationship between occurrence of bacteria
variants and reaction of sugarcane cultivars grown in Sdo Paulo State.

Additional Keywords: genetic diversity, pathogenicity, inoculation method
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As doengas que ocorrem na cana-de-agticar tém se constituido em
fatores que limitam o rendimento da cultura. Mais de uma centena de
doengas ja foram identificadas (16), sendo o carvdo, o mosaico, a
escaldadura das folhas, o raquitismo e a ferrugem consideradas as mais
importantes.

A escaldadura das folhas ¢ causada pela bactéria Xanthomonas
albilineans (Ashby) Dowson, sendo encontrada em praticamente todas
as regides onde a cana ¢ cultivada (8). A doenga tem distribuicao mundial,
causando sérios prejuizos econdomicos relacionados a diminuigdo da
produtividade, necessidade de reforma precoce dos canaviais e queda
de qualidade do caldo extraido (4, 8, 9).

A expressao dos sintomas e sua severidade estao associados com
o nivel de resisténcia da variedade cultivada, condi¢des ambientais e
agressividade do patogeno (11). A doenga pode se apresentar sob as
formas latente, cronica e aguda, variando desde auséncia de sintomas,
ou sintomas do tipo estrias brancas nas folhas, secamento de folhas e
brotag¢des, estrias vermelhas internas nos colmos, murcha e morte das
plantas (5, 13).

O controle da doenga tem sido feito principalmente pelo emprego
de variedades resistentes. No entanto, quebra de resisténcia tem sido
relatada em diversos paises, sendo atribuida a variabilidade do patogeno
e provocando consideraveis perdas para a cultura (17). A quebra de
resisténcia tem sido observada em variedades comerciais plantadas
nos estados norte-americanos da Florida e Louisiana, em Guadalupe,
na Republica Dominicana, no México, e em Mauritius (17, 18; 19),
sendo fortes os indicios da sua relagdo com a diversidade da bactéria
(14,18). A variabilidade entre isolados de X. albilineans tem sido
demonstrada por meio da caracterizagdo de morfologia de células e
colonias, analise de proteinas totais, técnicas sorologicas e moleculares
(17). No entanto, a correlacdo entre essas caracteristicas e a
patogenicidade ndo tem sido conclusiva. A variabilidade patogénica da
bactéria se constitui num sério problema para o desenvolvimento de
variedades resistentes (8) e, como conseqiiéncia, num ponto chave
para o manejo da doenga (9). Além disso, o conhecimento sobre a
diversidade do patdgeno pode contribuir tanto para a recomendagao
diferenciada de variedades de cana para plantio em fungao da regido
geografica, como para direcionar programas de melhoramento visando
a obten¢do de variedades resistentes.

No Brasil, existem evidéncias que apontam para a ocorréncia de
variabilidade em X. albilineans, pois variedades comerciais de cana-
de-agucar, consideradas resistentes, t€ém desenvolvido sintomas severos
da doenga. Estas evidéncias tém sido observadas de forma marcante
no Estado de Sdo Paulo, onde determinadas variedades tém se
comportado como resistentes em algumas regides e muito suscetiveis
em outras areas de plantio (Casagrande & Moraes [ Casagrande, M. V.
& Moraes, V.A. Pesquisadores do Centro de Tecnologia Canavieira-
Piracicaba/SP, margo de 2003 ], comunicagao pessoal).

Em razao dessas evidéncias, o presente trabalho teve como objetivo
caracterizar molecularmente isolados da bactéria X. albilineans
provenientes de algumas regides do Estado de Sdo Paulo, buscando
identificar diversidade molecular e patogénica entre isolados coletados
em diferentes regioes.

MATERIAL E METODOS

Amostragem de plantas

Foram amostradas trés regides produtoras de cana do Estado de
Sao Paulo e uma em Minas Gerais. Um total de 50 amostras foram
coletadas, sendo 27 de Piracicaba (SP), 12 de Jau (SP), 8 da regido de
Ribeirao Preto (SP) e 3 de Iturama (MG) (Tabela 1).
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As amostras foram constituidas por colmos de plantas que
apresentavam sintomas identificados por folhas secas e presenga de
brotagdes laterais nos colmos; folhas secas e auséncia de brota¢des
laterais, mas com caracteristicas da doenga; e colmos que apresentavam
folhas com sintoma de bandeira branca. Os colmos amostrados foram
cortados em minitoletes e suas gemas plantadas em bandejas de 28
células, contendo como substrato duas partes de torta de filtro e uma
de composto Plantmax (Eucatex). As mudas foram mantidas em casa
de vegetagdo e, apos 3 meses do plantio, foram transplantadas para o
campo experimental, com o objetivo de manter as amostras no campo.

Obtencao dos isolados da bactéria

Para o isolamento da bactéria adotou-se a metodologia descrita na
literatura (21). Cada colmo amostrado foi descascado e, retirada a
parte basal, esta foi colocada em tubo plastico de 50 mL e centrifugada
a 300rpm por 15 minutos. O caldo obtido foi plaqueado com o auxilio
de uma alga de platina, em meio seletivo XAS (7) contendo 10g de
sacarose, 5Sg de bactopeptona, 0.5g de K,HPO, 0.25¢ de MgSO,.7H,0,
0.05g de Na,SO,, 5g de KBr, 0.002g de benomyl e 15g de agar paraum
volume final de 1 litro de agua destilada. O pH foi ajustado para 6. Os
antibioticos ciclohexamida (0.1g), cefalexina (0.025g), novobiocina
(0.03g) e kasugamicina (0.05g) foram dissolvidos em 100ml de dgua
destilada, filtrados em um filtro de 0.22mm e adicionados ao meio
apos a autoclavagem. As coldnias foram identificadas apds 5 dias de
incubagdo a 28°C, com base na morfologia, taxa de crescimento e
pigmentacdo. As coldnias tipicas foram isoladas e mantidas em glicerol
a -80°C para posterior uso nos experimentos.

Identificagdo dos isolados por caracteristicas culturais, serologicas
e moleculares

Com o objetivo de confirmar a identificag@o dos isolados de X.
albilineans feita com base nas caracteristicas culturais observadas em
meio de cultura, os isolados foram submetidos ao teste soroldgico de
Dot-Blot e molecular de PCR.

Os testes foram conduzidos com células bacterianas cultivadas
em meio liquido seletivo XAS, as quais foram usadas como antigeno
no teste sorologico e para extragdo de DNA no teste molecular.

O teste sorologico foi conduzido de acordo com o protocolo
desenvolvido para este fim (7). Em uma membrana de nitrocelulose
foram depositadas aliquotas de suspensdo bacteriana de cada isolado.
Em seguida, procedeu-se a incubagdo em antissoro especifico para a
bactéria. O antissoro ¢ mantido pelo Centro de Tecnologia Canavieira
sediado em Piracicaba/SP. Apos a coloragdo, foram consideradas
positivas as amostras que apresentaram coloragdo azulada.

O teste molecular seguiu metodologia descrita na literatura (15).
As amostras foram amplificadas em 35 ciclos de termociclador,
analisadas por eletroforese e os resultados visualizados em gel de
agarose 1%, na forma de bandas correspondentes a fragmentos de
DNA de 350pb. Os iniciadores (primers) usados nas reagdes foram
PGBLI: ctttgggtctgtagetcagg e PGBL2: gectcaaggtcatattcage (15).

Caracterizacdo molecular dos isolados por rep-PCR

A extrag@o do DNA genomico da bactéria para aplicagdo do rep-
PCR foi feita de acordo com metodologia descrita na literatura (1),
usando-se colonias dos isolados cultivadas, individualmente, em meio
liquido XAS. Apods a quantificacdo, o DNA de cada isolado foi
submetido a reagdo de rep-PCR para caracterizagdo molecular,
buscando-se identificar polimorfismo entre os fragmentos
amplificados. Os iniciadores (primers) utilizados foram ERICIR:
atgtaagctcctggggattcacusados, ERIC2R: aagtaagtgactggggtgageg,
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Tabela 1. Relagdo dos isolados obtidos a partir de amostras de plantas de diferentes variedades, coletadas em trés regides do Estado de Sdo Paulo e uma de

Minas Gerais.

Numero do isolado Variedade Procedéncia
1 Cruz. 96-234 Piracicaba (SP)
2 Cruz. 96-234 Piracicaba
3 Cruz. 96-234 Piracicaba
4 Cruz. 96-234 Piracicaba
5 Cruz. 96-234 Piracicaba
6 Cruz. 96-234 Piracicaba
7 Cruz. 96-234 Piracicaba
8 Cruz. 96-234 Piracicaba
9 Cruz. 96-234 Piracicaba
10 Cruz. 96-234 Piracicaba
11 Cruz. 96-234 Piracicaba
12 Cruz. 96-234 Piracicaba
13 Cruz. 96-234 Piracicaba
14 Cruz. 96-234 Piracicaba
15 Cruz. 96-234 Piracicaba
16 CP44-101 Piracicaba
17 SP80-1842 Piracicaba
18 SP93-3503 Piracicaba
19 F 11-23 Piracicaba
20 F 11-27 Piracicaba
21 F 12-11 Piracicaba
22 F 12-13 Piracicaba
23 F 12-16 Piracicaba
24 F 12-23 Piracicaba
25 F 12-33 Piracicaba
26 F 24-25 Piracicaba
27 SP84-5560 Piracicaba
28 SP90-1107 Jau (SP)

29 SP78-5495 Jat

30 CTC 93-199 X SP83-5073 Jat

31 SP81-3250 Jat

32 CTC 93-199 X SP80-3280 Jat

33 CTC 93-199 X SP80-3280 Jat

34 SP91-1049 X RB855536 Jat

35 CTC 93-199 X SP83-5073 Jat

36 SP90-3723 X SP80-3280 Jat

37 SP91-1049 Jat

38 CTC 93-199 X SP83-5073 Jat

39 Q170 Jat

40 SP 90-1644 Jaboticabal (SP)
41 SP92-4230 Sertdozinho (SP)
42 SP91-1049 Sdo Jodo da Boa Vista (SP)
43 SP94-3172 Morro Agudo (SP)
44 RB855536 Iturama (MG)
45 SP92-4394 Iturama

46 RB72454 Iturama

47 SP91-1049 Ribeirdo Preto (SP)
48 SP91-3629 Pirassununga (SP)
49 SP80-1842 Jaboticabal

50 SP91-3629 Pirassununga

BOXAI1R: ctacggcaaggcgacgectgacg, REP1 R-I: iiiicgicgicatcigge e REP2
R-I: icgicttatciggectac (12, 20, 21).

A amplificagao foi realizada em termociclador utilizando o seguinte
programa: um ciclo inicial a 95°C por 7 min; 30 ciclos de amplificagao,
etapa de denaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a 44, 52 e 53°C
por 1 min. com REP, ERIC e BOX, respectivamente, ¢ extensdo a
65°C por 8 min.; um ciclo final de extensdo a 65°C por 15 min. O
produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose
1,5%, usando tampao TBE 0.5X por 14 horas a 10 volts, sendo
posteriormente observado sob luz UV.

A similaridade molecular entre os isolados foi analisada por meio
de uma matriz construida a partir dos fragmentos gerados nas reagdes
de amplificacdo e identificados de acordo com seu peso molecular.
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Para cada reagdo do rep-PCR foi feita uma tabela de auséncia ou
presenca de bandas que posteriormente foi usada para gerar um
dendrograma, com o emprego do algaritimo UPGMA no programa
NTSYS (Exeter Biological Software, Setauket, NY), utilizando o
coeficiente de similaridade de Jaccard.

Teste de patogenicidade

O ensaio foi instalado em casa de vegetacao, utilizando-se duas
variedades de cana-de-agtcar, SP78-5495 ¢ SP78-4467, ambas
consideradas suscetiveis, sendo a segunda mais suscetivel a escaldadura
do que a primeira.

Os isolados utilizados no teste de patogenicidade foram escolhidos
entre aqueles que constituiram cada um dos grupos distintos obtidos
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pela analise dos resultados do rep-PCR. Assim, para o grupo 1, no
qual foram agrupados os isolados de Piracicaba, foram escolhidos os
isolados 8, 11, 27; para o grupo 2, onde foram agrupados isolados de
Jati e daregido de Ribeirdo Preto, foram escolhidos, os isolados 29, 40,
41, 50; e para o grupo 3, composto por somente dois isolados de
Iturama, foi escolhido o isolado 45.

Plantas sadias das variedades SP78-5495 e SP78-4467, produzidas
em viveiro, forneceram os toletes para os testes de patogenicidade.
Estes toletes foram inoculados através do corte do colmo com facdo,
cuja lamina foi mergulhada anteriormente em caldo extraido de planta
doente. Em seguida, estes toletes foram plantados em substrato
constituido por duas partes de torta de filtro e uma de composto
Plantmax (Eucatex), contido em bandejas de 28 células e mantidos em
casa de vegetagdo. O facao foi lavado com uma solugdo 0,2% de cloreto
de benzalconico em agua e flambado, a cada inoculagdo com os diferentes
isolados.

No total, foram utilizados 1.260 toletes ou gemas (45 bandejas)
para cada variedade de cana, sendo usados 140 toletes de cada variedade
(5 bandejas) para cada tratamento. Cada um dos isolados selecionados
constitui um tratamento, sendo a testemunha representada pela
inoculagdo de caldo proveniente de planta sadia. A inoculagdo das
plantas foi feita com o caldo de planta infectada, pois testes
preliminares revelaram que este tipo de indculo foi mais eficiente
quanto a produgdo de doenca, quando comparado com suspensdo
bacteriana produzida em laboratorio e aplicada pelos métodos de corte
de folhas e inje¢ao nos colmos.

As avaliagdes do ensaio foram realizadas aos 60 e 90 dias apds a
inoculagdo. Os sintomas foram observados e atribuiu-se notas de 1 a
5, de acordo com o grau de desenvolvimento dos mesmos. A escala
empregada para avaliagdo esta apresentada na Tabela 2, sendo utilizada
pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) para avaliar a resisténcia
de material de cana a escaldadura, em programas de melhoramento.

A anélise estatistica foi realizada com base nos dados obtidos na
avaliac@o do ensaio feita aos 90 dias ap6s a inoculagdo. O delineamento
utilizado na instalagdo do experimento foi o de blocos ao acaso, sendo
os dados analisados pelo Teste F a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificaciio dos isolados por caracteristicas culturais, sorolégicas
e moleculares

Todos os isolados cresceram em meio de cultura seletivo
apresentando caracteristicas tipicas de X. albilineans, identificadas

por taxa de crescimento, pigmentagao e morfologia de colonias. Os 50
isolados apresentaram reagdo positiva para o antissoro especifico,
exibindo intensa coloragdo azul, confirmando serem pertencentes a
espécie X. albilineans. O emprego de PCR com os iniciadores PGBL1/
PGBL2, revelou, para todos os isolados, a amplificagdo de fragmentos
gendmicos de aproximadamente 350pb, tipicos para representantes
de X. albilineans.

Assim, todos os isolados obtidos do campo a partir de amostras
sintomaticas foram confirmados como pertencentes a espécie
patogénica causadora de escaldadura das folhas em cana.

Caracterizacio dos isolados por rep-PCR

A analise dos perfis de bandas correspondentes aos fragmentos de
DNA gendmico amplificados pelos diversos iniciadores revelou
diferengas genéticas entre os isolados de Piracicaba, Jati, da regido de
Ribeirdo Preto e [turama.

Os haplotipos obtidos com os iniciadores BOX, REP e ERIC
foram analisados em conjunto e permitiram separar os 50 isolados em
trés grupos distintos (Figura 1). O Grupo 1 foi constituido por 27
isolados, todos originarios de Piracicaba. No Grupo 2 foram reunidos
21 isolados: todos os isolados amostrados em Jau (28 a 39), todos os
isolados obtidos na regido de Ribeirdo Preto (40 a0 43 e 47 a0 50) e 1
isolado de Iturama (44). No Grupo 3 foram agrupados somente 2
isolados (45 e 46), ambos coletados em Iturama.

A analise dos resultados gerados pela aplicagdo da técnica de rep-
PCR demonstrou que ha diversidade genética entre os isolados de X.
albilineans coletados no Estado de Sdo Paulo. Quando se procurou
associar os grupos de isolados determinados pelo rep-PCR com local
de origem, foram observados aspectos interessantes sobre a distribui¢ao
geografica destes isolados. Além disso, todos os isolados coletados
em Piracicaba revelaram um grau de similaridade que permitiu agrupa-
los em um grupo distinto. Ainda, todos os isolados originarios de Jau
também se apresentaram similares, tanto que foram reunidos num
mesmo grupo. Todos os isolados obtidos na regido de Ribeirdo Preto
se mostraram molecularmente similares entre si, similares com aqueles
isolados coletados em Jau e com um dos isolados de Iturama.
Finalmente, dois isolados originarios de [turama se mostraram distintos
de todos os demais, caracterizando um grupo proprio. Portanto, a
caracterizagdo molecular por rep-PCR revelou que a diversidade genética
entre os isolados de X. albilineans apresenta certa relagdo com a regido
de origem destes isolados, observada principalmente para os isolados
coletados em Piracicaba e Jau.

A ocorréncia de variabilidade genética de X. albilineans,

Tabela 2. Escala de notas para avaliacdo de sintomas de escaldadura das folhas ocasionados por Xanthomonas albilineans em plantas de cana-de-agucar.

Nota

Sintomas

1 Sem sintomas, folhas verdes e sem estrias, perfilhos e colmo principal sem manchas clordticas. Amarelecimento nas pontas das folhas

cortadas causado por dano mecanico.

2 Infec¢@o localizada, aparecimento de manchas clordticas no limbo foliar das folhas velhas, no local onde foi feita a inoculagdo ou alguns
centimetros abaixo, sem o aparecimento de estrias ao longo das folhas.

3 Aparecimento de estrias, presenga de estrias brancas e finas ao longo do limbo foliar ou manchas cloréticas no limbo foliar, no local onde foi
feita a inoculacdo ou alguns centimetros mais abaixo, com estrias saindo da mancha e descendo por toda a folha.

4 Manchas clordticas intensas no limbo foliar em estagio evoluido de necrose (secamento do limbo), presenca de estrias grossas e brancas
saindo das manchas e descendo pelo limbo. Amarelecimento geral das folhas inoculadas.

5 Secamento e morte do colmo onde ocorreu a inoculagdo.
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Figura 1. Dendrograma construido com base nos coeficientes de similaridade determinados pela aplicagdo do método de rep-PCR em 50 isolados de X.

albilineans, bactéria causadora da escaldadura das folhas em cana-de-agucar.

demonstrada para isolados coletados no Estado de Sao Paulo, também
ja foi constatada em outros estudos de mesma natureza conduzidos
em outros paises, através do emprego de técnicas moleculares.
Considerando a diversidade de perfis de banda, diferentes variantes
foram identificados entre isolados originarios da Florida, em areas
onde se verificou a ocorréncia de quebra de resisténcia de cultivares de
cana (2). Também com base nos perfis de bandas de DNA, foi
demonstrada a presenga de variagdo gendmica intra-especifica em
isolados coletados em diversos paises e em distintas regides de um
mesmo pais (8). A ocorréncia de grupos geneticamente distintos também
foi demonstrada através de rep-PCR para isolados componentes de
uma grande cole¢do de X. albilineans, sendo revelada a existéncia de
relacdo entre os diferentes grupos e sua origem geografica (10).
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Teste de patogenicidade

Para o teste de patogenicidade foram escolhidos os isolados 8, 11
e 27, coletados em Piracicaba (Grupo 1); os isolados 29 e 39, originarios
de Jat (Grupo 2); 40 ¢ 49, da regido de Ribeirdo Preto (Grupo 2); e o
isolado 45 procedente de Iturama (Grupo 3).

Aos 90 dias apos a inoculagdo, as plantas exibiram os
sintomas mais caracteristicos da doencga e permitiram melhor
avaliacdo do efeito da inocula¢do de cada isolado, com base na
escala de notas adotada. As duas variedades apresentaram
comportamento diverso em relagdo ao patéogeno. A variedade
SP78-4467 se mostrou mais suscetivel que a variedade SP78-
5495, confirmando observagdes realizadas previamente. Por esta
razao, os dados obtidos com a variedade SP78-4467 foram
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Tabela 3. Reacdo de plantas de cana-de-agucar da variedade SP78-4467 inoculadas com isolados de X. albilineans coletados em Piracicaba (SP), Jau (SP),
regido de Ribeirdo Preto (SP) e Iturama (MG). Cada isolado representou um tratamento. A avaliagdo foi feita aos 90 dias apos a inoculagdo, através de uma

escala de notas de 1-5, de acordo com a intensidade crescente de sintomas.

Isolado Grupo rep-PCR Intensidade Sintoma Origem
40 2 4,74 a* Ribeirdo Preto
49 2 4,67 a Ribeirdo Preto
08 1 4,56 ab Piracicaba
29 2 4,06 ab Jau
11 1 4,00 abc Piracicaba
39 2 3,70 be Jau
27 1 3,49 ¢ Piracicaba
45 3 2,17 d Iturama
utilizados para andlise, pois nesta variedade a intensidade de AGRADECIMENTOS

doenca foi mais alta, facilitando a interpretagdo dos resultados.

Todos os isolados se mostraram patogénicos, no entanto a
agressividade dos mesmos se mostrou diferenciada (Tabela 3),
resultando no aparecimento de sintomas de intensidade variavel.

Os isolados 40 e 49, provenientes da regido de Ribeirdo
Preto, se mostraram significativamente mais agressivos que os
isolados 39, 27 e 45, respectivamente originarios de Jau,
Piracicaba e Iturama. No entanto, os isolados 40 e 49 nao
diferiram estatisticamente dos isolados 8, 11 e 29, sendo os
dois primeiros coletados em Piracicaba e o outro procedente de
Jau. O isolado 45, obtido em Iturama, foi o isolado
significativamente menos agressivo, em comparagao com todos
os demais isolados avaliados. Embora tenha sido observada
diferenca na agressividade dos isolados, considerados
individualmente, nao foi possivel reunir estes isolados em
grupos distintos, com base nesta caracteristica.

A variacdo na agressividade entre isolados também tem sido
considerada em outros trabalhos conduzidos com X. albilineans. A
ocorréncia de epidemias de escaldadura das folhas em regides onde
a doenga ¢ endémica tem levado a hipdtese da ocorréncia de
variabilidade dentro da populagao da bactéria (6). A variagdo na
agressividade do patéogeno também tem sido postulada com base
nas diferengas de reagdo de cultivares de cana de um pais para
outro e também dentro de um mesmo pais (8). Assim, com base na
reagdo diferencial de cultivares a diversos isolados do patogeno
originarios de Mauritius, foi proposta a possivel ocorréncia de
ragas distintas dentro da populacdo de X. albilineans (3).

As epidemias de escaldadura das folhas ocorrentes em alguns
paises tém sido atribuidas a introducdo do patdégeno, surgimento
de variantes mais agressivos da bactéria ou plantio de novos
cultivares suscetiveis (8). No entanto, em locais onde a doenga
tem sido endémica, a hipotese de aparecimento de variantes na
populagdo patogénica ja estabelecida na arca (8) parece ser
bastante coerente, quando se foca o patégeno. A ocorréncia de
escaldadura das folhas nas condi¢des do Estado de Sdo Paulo
tém sido endémica ao longo do tempo e, portanto, ja existe uma
populagdo estabelecida. Com base nesta hipotese e na analise
dos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se sugerir
que diferenca de reagdo entre variedades em fungdo da regido,
pode ser devida a variabilidade do patdégeno, encontrada dentro
da populagdo de isolados de X. albilineans. Esta proposi¢ao deve
ser entendida como uma contribuig¢do inicial sobre o assunto
estudado ¢ novas investigacdes, dentro desta linha de pesquisa,
deverdo ser desenvolvidas, no sentido de aumentar os
conhecimentos sobre a interacdo patogeno-hospedeiro.
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