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RESUMO

A cana-de-aclUcar € uma das principais culturas do Brasil, que é o maior produtor
mundial de aclcar e alcool. A cultura da cana-de-acucar é extremamente vulneravel a
doencas devido ao sistema de propagacdo por toletes facilitar a disseminacdo dos
patdgenos, uma vez que o0s colmos mesmo infectados podem ndo apresentar
sintomas. A propagacdo dessas doengas em monoculturas em grandes areas facilita
as epidemias, sendo importante para o plantio de mudas sadias, métodos para a
deteccdo precoce de doencas. Dentre as doencas mais importantes em cana-de-
acucar, sdo conhecidas as causadas por bactérias como a Leifsonia xyli subsp.xyli,
agente causal do Raquitismo-da-soqueira ou “ratoon stunting disease” (RSD) e a
Xanthomonas albilineans, responsavel pela Escaldadura das folhas ou “sugarcarne
leaf scald” (Ashby); por fungo como o do carvao (Ustilago scitaminea) que € uma
doenca considerada em todos os programas de melhoramento genético, com longo
periodo de laténcia. Foram utilizadas como amostras folhas de plantulas de cana-
acucar desenvolvidas de cultura de tecido com cerca de 2 meses de transplante.
Foram utilizados iniciadores de literatura para raquitismo e escaldadura ou
desenvolvido pelo laboratério para carvdo. Os fragmentos amplificados de cada
doenca foram clonados e a identidade confirmada por BLAST. O DNA dos controles
positivos das reagfes foi obtido de clones dos fragmentos amplificados de plantas
infectadas. Os iniciadores desenvolvidos para carvdo mostraram especificidade em
amostras de folhas de plantulas de cana-de-acucar. A detecgéo de infecgdo confirma a
eficacia da metodologia em plantulas com 2 meses de transplante, assim como 0 uso
de clones como controle positivo, a maior facilidade para diagnostico de infecgdo em

plantulas de cana-de-acucar,
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ABSTRACT

One of the main crops in Brazil is the sugarcane, being the country the largest
producer in the area of sugar and alcohol. The cultivation of sugarcane is extremely
vulnerable to diseases such as propagation by cuttings, which facilitates the spread of
pathogens, since even the stems infected may show no symptoms. The spread of
these diseases in monoculture in large areas facilitates epidemics, being important for
the planting of healthy seedlings, methods for early detection of diseases. Among the
most important diseases in cane sugar, are those caused by bacteria such as Leifsonia
subsp.xyli xyli, causal agent of ratoon stunting disease (or ratoon stunting disease
RSD) and Xanthomonas albilineans, responsible for scald leaves or "sugarcarne leaf
scald" (Ashby); or by fungi (Ustilago scitaminea) for rust disease (charcoal) which is
considered in all breeding programs, with long latency period. The samples were
leaves from seedlings of sugarcane tissue culture with about 2 months of transplanting.
The primers were from literature for ratoon and scald or developed by laboratory for
charcoal. The amplified fragments from each disease were cloned and the identity
confirmed by BLAST. The positives controls for PCR reaction were obtained from
cloned products from infected seedling. The primers developed showed specificity for
charcoal in leaves of sugarcane plants. The detection of infection confirmed the
effectiveness of the methodology for two months seedling, and the use of clones as
positive control, the facility of infection diagnosis in seedlings of sugarcane,

INTRODUCAO

Originéria do sudeste da Asia, cultivada ha muitos anos, a exploracdo canavieira
iniciou-se com a espécie S. officinarum. Com o desenvolvimento de varias doengas e
de tecnologia mais avancada, foi inevitavel a criacdo de novas variedades obtidas pelo
cruzamento da S. officinarum com as outras quatro espécies do género Saccharum e,
depois através de retrocruzamentos com as ascendentes. A cultura da cana-de-agucar
€ extremamente vulneravel a doencas como propagacdo por toletes, que facilita a
disseminacdo dos patdégenos, uma vez que os colmos mesmo infectados podem né&o
apresentar sintomas. A propagacdo dessas doencas em monoculturas em grandes
areas facilita as epidemias, contaminagdo na colheita pelos instrumentos de corte,
sendo importante para o plantio de mudas sadias, métodos para a detecgdo precoce
de doencas. Dentre as doencas mais importantes em cana-de-agulcar, sdo conhecidas
as causadas por bactérias como a Leifsonia xyli subsp.xyli, agente causal do
Raquitismo-da-soqueira ou “ratoon stunting disease” (RSD) e a Xanthomonas
albilineans, responsavel pela Escaldadura das folhas ou “sugarcarne leaf scald”

(Ashby), o carvdo causado pelo fungo (Ustilago scitaminea). Como prevencdo a



doencas, o instituto agrondmico possui o setor de quarentena de mudas, que
necessitam ser certificadas como livres de fungos, virus e bactérias. Com relacéo a
bactérias, a diagnose do raquitismo pelo exame do avermelhamento dos feixes
vasculares do tecido nodal ndo é precisa, pois fatores externos ou stress resultam nas
mesmas caracteristicas (Fegan et al,. 1998). Os sintomas de escaldadura de riscas
clordticas foliares com ou sem necrose, descoloracdo avermelhada de feixes
vasculares nos nodulos do colmo, na forma latente, ndo aparecem (Wang et al, 1999),
0 que torna a detecc¢do visual de bactérias ndo confiavel. A metodologia mais facil
para infeccdo por fungos é o visual, porém, geralmente é longo o periodo de laténcia
antes do aparecimento dos sintomas. O carvdo (Ustilago scitaminea) parasita tecidos
meristematicos do hospedeiro, originando o chicote. Este causa uma alteragdo na
morfologia do colmo, e no caso do carvao se apresenta afiliada e recoberta com uma
massa negra de teliosporo do fungo. (Rago, 2005). A presencga dos chicotes permite a
diagnose segura da doenca. (TOKESHI;RAGO,2005).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras (folhas) de plantulas de cana-aglcar desenvolvidas de
cultura de tecido com cerca de 2 meses de transplante em casa-de-vegetacdo no
Quarentenario do instituto ou folhas infectadas (ou DNA) de cana-de-acUcar fornecidas
pelo Centro de Tecnologia Canavieira de Piracicaba. A extracdo de DNA foi feita com
o0 método CTAB de Doyle & Doyle (1990) modificado. Foram utilizados os iniciadores
Cxx1 e Cxx2 de Pan, Y-B et al. (1998) para raquitismo, Xalb2-F3 e Xalb2-R3 de Dauvis,
M.J. et al. (1998) para escaldadura e os desenvolvidos pelo laboratério (Senso: 5'-
AACACGGTTGCATCGGTTGGGTC-3 e Antisenso: 5-GCTTCTT
GCTCATCCTCACCACCAA-3’) para carvao que amplificam a regido do gene RNA
ribossomal 28S . Para controle negativo utilizou-se agua livre de Dnases. Os
fragmentos amplificados de cada doenca foram clonados em PGEm-T e a identidade
das sequéncias confirmadas por BLAST. O DNA dos controles positivos das reacdes
foi obtido de clones dos fragmentos amplificados de plantas infectadas. Analises de
PCR em Tempo Real foram desenvolvidas no aparelho 7500 Fast Real Time PCR

System e os iniciadores desenvolvidos pelo Primer Express2.0 ( A|pplied Biosystems).

RESULTADO E DISCUSSAO

Foram observadas as amplificacdes esperadas de amostras de plantulas de cana-de-

acucar de 440 pb para o PCR de escaldadura (Figura 1), 438 pb para o raquitismo



(Figura 2) e 511pb para o carvdo (Figura 3). Pela literatura o par de iniciadores
especificos relatados para carvao (1996), segundo dados de Cassiara RNC Bueno
(tese doutorado, Piracicaba, 2010), detectaram carvdo em tecido meristematico, sendo
um meétodo destrutivo das amostras. O desenvolvimento de iniciadores mais
especificos para tecido foliar foi necessario para permitir maior facilidade de analise
pois € nao destrutivo.

Em todas as reacbes o uso de clones como controle positivo foi efetivo, indicando a
maior facilidade para andlise de diagndstico de infeccdo em plantulas de cana-de-
aclcar. Esta metodologia podera auxiliar o diagndstico em laboratérios que nédo
tenham a infraestrutura de manutencdo da planta infectada. Os iniciadores
desenvolvidos para deteccdo de carvao mostraram-se eficientes para as amostras de
folhas de plantas infectadas, ndo detectando plantas sadias. Segundo Cassiara
R.N.C.Bueno (2010) o uso destes iniciadores em plantas assintomaticas foi eficaz

muito antes do aparecimento do sintoma do chicote.
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Figura 1. Amplificagéo de plantas de cana-de-agucar (1 a 14)
infectadas com escaldadura; CP: controle positivo;

CN: controle negativo; P: padrao de 100p b(Fermentas)
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Figura 2. Amplificacdo de plantas de cana-de-aclcar (1 a 12)

infectadas com raquitismo; CN: controle negativo; CP: controle
positivo; P: padréo de 100pb (Fermentas)

Figura 3. Amplificacdo de plantas de cana-de-
acuUcar: sadias (1 a 3); infectadas com carvéo (4
e 5); CP: controle positivo; CN: controle negativo;
P:padréo de 100pb (Fermentas)



TABELA 1: Sequencias dos primers desenhados para o ensaio de PCR em tempo Real

Primer S84 Tamanho T Aap Goumrim
Senzo Cary CTATTTGAGGGCCGCGAAT 19 59 &1pb
Artis 1 Cary TCCGCCABCIC T TCGTARTAR zzZ &0 Elpb
Itis Z Cary, TCCGCCAGCICTTTCGTAL 15 55 E1pb
Senso Iag L CGCCGGAT CIGAGACAGTACT Z1 58 E1pb
Intis Dag L ATGAGCTGACCGGCTGAGA 13 58 Elpb
Senzp Bag 2 F GCGCCGOATCTCAGACAGTE Z0 &0 &2pb
Wiz fag 2 R ATCAGCTGALCGGCTGAGA 13 = E2pb
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Figura 4. Andlises de PCR em Tempo Real para raquitismo.

Analises em PCR de Tempo real utilizando o primer Ragl (Tabela 1) desenvolvido
para raquitismo. As reacdes SYBR Green e condi¢gdes foram otimizadas para um
volume de 15,0 pl com 7,5 yl do SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) e 10 a
100ng de DNAs (Figura 4).

CONCLUSAO

A deteccdo de infecgdo confirmou a efichcia da metodologia em plantulas com 2
meses de transplante, assim como o uso de clones como controle positivo, a maior
facilidade para diagnostico de infeccdo em plantulas de cana-de-agucar,

Os iniciadores desenvolvidos para carvdao mostraram especificidade para

determinag&o do carvao em amostras de folhas de plantas de cana-de-agucar .
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