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RESUMO

O raquitismo-das-soqueiras (RSD), causado pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli
(Lxx), é considerada a principal doenca da cana-de-acucar por influenciar diretamente
na produtividade da cultura. No Brasil, a doencga esté disseminada em todos estados
e variedades, e mesmo assim pesquisas com essa doenca ainda sao escassas. Os
meétodos recomendados no Brasil para controle de RSD sdo exame diagnostico e/ou
termoterapia dos materiais propagativos. O exame diagndstico sorolégico € utilizado
quando o método de propagacao é o convencional, que emprega toletes de cana-de-
acucar; enquanto que a técnica molecular de PCR é empregada quando se usa
mudas-pré-brotadas (MPB). Para termoterapia, duas condi¢cdes sdo empregadas:
52°C/30min e 50°C/2h, sendo que a primeira tem uma capacidade de tratamento
maior, mas apresenta maior escape de Lxx. Embora o titulo de Lxx possa ter influéncia
na ineficiéncia da termoterapia, dados mais detalhados sobre sua influéncia em cada
uma das combinacdes da termoterapia ainda sado necessarios. Outra informacéo
necessaria se refere a precocidade de deteccdo de Lxx em plantios feitos com
materiais propagativos contaminados. Pelo exposto, o presente trabalho teve os
seguintes objetivos: (a) determinar a eficiéncia das termoterapias em materiais
propagativos contaminados com titulos distintos de Lxx; (b) examinar a interacao entre
idade da cana-de-acucar e deteccdo de Lxx; (c) avaliar a eficiéncia dos métodos
sorologico e molecular na deteccdo de Lxx em diferentes idades de cana-de-acucar.
O experimento foi conduzido em campo com seis tratamentos, sendo dois tratamentos
formados por mudas doentes com titulos distintos de Lxx e quatro tratamentos com
combinac¢des de termoterapia e titulos da bactéria. As avaliacdes se iniciaram a partir
do sétimo més da termoterapia, quando a extracao da seiva foi possivel, e depois,
mensalmente. O trabalho comprovou: (a) termoterapia foi importante para controle de
RSD, independentemente da idade de amostragem da planta, titulo de Lxx e do
método de deteccdo, (b) as duas condi¢cdes de termoterapia apresentou escape de
Lxx; (c) Lxx foi detectada ja a partir do sétimo més, independentemente da
concentracdo de Lxx no material vegetal; (d) o escape da termoterapia foi detectado
pelo dois métodos de diagnose.

Palavras-chave: Saccharum, dot blot, PCR, termoterapia, técnicas diagnadsticas,

disseminagao de doenca.



ABSTRACT

Ratoon stunt: diagnostic methods, influence of sugarcane age for detection, and
effect of thermotherapy on two titers of Leifsonia xyli subsp. xyli

Ratoon stunt (RSD), caused by Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx), is considered the main
sugarcane disease for directly affecting yield crop. The disease is disseminated in all
cultivars and states of the Country; still, little information under Brazilian conditions is
available. The most recommended method in Brazil for RSD control are diagnostic test
and thermotherapy of seedcanes. The serological diagnostic test is employed for the
conventional billet planting while the PCR-based technique is preferred for the
presprouted seedcane (MPB). Two combinations of thermotherapy are employed:
52°C/30min and 50°C/2h, the first higher treatment performance as well as higher
failure to eliminate Lxx. Although Lxx titer may affect thermotherapy efficiency more
data is sitll necessary on its importance for each of the thermotherapy combination.
Also, more information is needed on early Lxx detection when contaminated seedcane
is employed. Therefore, this work aimed at the following objectives: (a) determine the
thermotherapy efficacy in seedcanes contaminated with different Lxx titer; (b) examine
the interaction between sugacane age and Lxx detection; (c) evaluate the efficiency of
serological and molecular detection technique on different ages of sugarcane. The
experiment was carried out in field with six diseased treatments formed by two
untreated ones with two distinct Lxx titer, and four treated with two combinations of
thermotherapy and Lxx titer. Data collection started at seventh month after treatment,
when sap extraction was possible and after that, monthly. Data showed: (a)
thermotherapy was an important measure of RSD control, regardless the sampling age
of plants, Lxx titer, and diagnostic technique; (b) both thermotherapy combination
showed Lxx elimination failure; (c) Lxx was already detected in seven month plant
regardless the Lxx titer; (d) failure of the thermotherapy was identified by both

diagnostic techniques.

Key-words: Saccharum, dot blot, PCR, thermotherapy, diagnostic techniques, disease

dissemination.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-agucar ocupa atualmente posicdo de destaque na economia
brasileira por ser o acucar uma das principais commodities do agronegdcio; que vem
sendo também um dos elementos responsaveis pelo saldo positivo na balanca
comercial nos ultimos anos, sendo que no ano de 2020 os valores com a exportacado
chegaram a 7,94 bilhdes de ddlares (Fiesp, 2020).0 Brasil € o maior produtor de cana-
de-acucar com a safra 2020/21 estimada em mais de 665 milhdes de toneladas
(Conab, 2020). A producdo de cana tem crescido a cada ano, sendo que na safra de
2020/21 houve um incremento na producéo de 3,5% em relacdo a safra de 2019/2020.
Entretanto a produtividade ndo cresce na mesma proporcao, tendo crescido apenas
1,5% em relacdo a temporada passada, ou seja, 0 aumento de producdo esta
ocorrendo mais pelo aumento de area em 1,9% do que por aumento de produtividade
(Conab, 2020).

A produtividade da cana-de-acucar é influenciada por muitos fatores, sendo
doencas uma das mais importantes. A cultura € atacada por inUumeras enfermidades
(Tokeshi; Rago, 2016), onde o raquitismo-das-soqueiras (RSD) é considerada a mais
importante em muitos paises produtores, além de ser apontada sendo uma das
principais causas do declinio da produtividade (Zekarias et al., 2012). A doenca foi
constatada em campos brasileiros pela primeira vez em 1956 em Campos dos
Goytacazes (RJ) (Ponte et al., 2010), porém ja estava presente em outras regiées do
pais sem ter sito identificada.

A RSD ganha importancia em muitos paises devido as dificuldades de controle,
uma vez que esta doenca € causada por Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx), uma bactéria
fastidiosa que nédo sobrevive no solo, ndo tem inseto vetor e ndo tem outro hospedeiro,
além da cana-de-acucar (Gillaspie; Teakle, 1989; Davis; Bailey, 2000; Grisham, 2004).
Assim sendo, a Unica fonte de indculo primario em um canavial € através do plantio
de material propagativo contaminado. No entanto, essa doenca ndo apresenta
sintomas caracteristicos impossibilitando a identificagdo de plantas doentes no
campo, a diagnose precisa somente pode ser conseguida através das analises
laboratoriais (Hoy et al., 1999).

O método de multiplicagdo de mudas é determinante para o sucesso do
canavial por estar intrinsicamente relacionado a sanidade do material propagativo.

Dentre os métodos de formacao de novos canaviais, tem-se que o uso de toletes como
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material propagativo (método convencional) correspondeu a mais de 90% enquanto
MPB (mudas pré-brotadas), uma tecnologia alternativa, foi apenas de 9,1% (Braga Jr,
2020; Landell et al., 2012). Levantamento realizado em campos candidatos a
fornecerem mudas para propaga¢ao mostraram incidéncia de RSD variando de
20,54% em 2013 a 86,71% em 2018, sendo a maior incidéncia observada no ultimo
ano do levantamento (Urashima et al., 2020), tal fator esta diretamente relacionado ao
aumento da mecanizagdo da colheita. A mecaniza¢do € um dos fatores responsaveis
pelo aumento da incidéncia de RSD, tendo em vista sua evolugéo no decorrer dos
anos que na safra 2007/08 possuia 24,4% da colheita mecanizada, passando para
91,8% na ultima safra de 2019/20 (Conab, 2020). Esses dados sugerem que as usinas
podem nao estar cientes da dimensdo do problema, dos altos niveis de infec¢céo de
Lxx nos campos prospectivos para formacdo de mudas que daréo origem as novas
areas canavieiras, podendo alastrar a doenca em proporces nunca Vvista

anteriormente.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Além do acucar produzido, a cana-de-agUcar € matéria prima para a producao
de etanol, um biocombustivel que substitui com vantagens a gasolina, que é um
combustivel ndo renovavel. A produgao de carros “flex-fuel” no Brasil € vista no
exterior como uma alternativa bastante interessante para diminuir a emisséo de CO2
pela indastria automobilistica (Weiner; Clingan, 2012). A producdo brasileira foi
estimada em 29,8 bilhdes de litros de etanol (Conab, 2020), para uma frota circulante
de carros com motores “flex” representam 69,5% da frota total em 2019 (Sindipecas,
2020). Um terceiro produto da cana-de-agUcar que também tem papel fundamental
para uma agricultura mais sustentavel € a bioenergia. O bagaco de cana, que € um
sub-produto resultante da extracdo do caldo para producéo de agucar ou etanol, pode
ser empregado para cogeracdo de energia. Das fontes de energia renovavel, a
bioeletricidade da cana € mais interessante para o Sudeste que a energia solar e
edlica, pois esses dois sdo produzidos na regido Nordeste, enquanto 62,3% da cana
do Brasil se localiza no Sudeste, fazendo com que a distancia de transmissao seja
menor. A bioeletricidade da cana poupou o0 equivalente a 17% da agua dos
reservatorios de hidrelétricas em 2020 (Unica, 2020), especialmente importante
porque o periodo de diminui¢cao de chuvas (abril e novembro) coincide com a colheita
da cana.

A crescente valorizacdo dos produtos da cana-de-acucar tem sido
acompanhada pelo aumento da area de plantio: por exemplo, em 2009 a area foi de
7,8 milhdes de hectares enquanto em 2020 foi de 8,6 milhdes de hectares (Conab,
2009; Conab, 2020). Vale ressaltar que nas safras de 2014/15 houve oscilacdo no
crescimento da area produtiva e, nas ultimas safras, esse valor vinha caindo,
representado por uma variacdo de 12,9% a menos de crescimento quando comparado
a safra 2019/20 a 2020/21 (Conab, 2020). No entanto, 0 aumento na area nao tem
sido acompanhado pelo aumento na produtividade. Esse aspecto é de fundamental
importancia para o futuro da cana-de-aglicar como agente primario da agricultura
sustentavel, pois a crescente necessidade dessas matérias-primas ndo pode ser
obtida pela invaséo de areas cultivadas com outras culturas ou pela invasdo de areas
virgens, mas sim pela melhora da produtividade. Nesse quesito, a produtividade
também tem oscilado, visto que em 2009 foi de 81,2 t/ha e de 77,3 t/ha em 2020

(Conab, 2009; Conab, 2020), mostrando claramente a necessidade de aumentar a
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produtividade da cultura, que somente pode ser obtida através de pesquisas
cientificas nessa area. Outro ponto importante é o fato de que dentro desse intervalo
de tempo a produtividade chegou a menos de 70 t/ha, porém nas Ultimas duas safras
vem aumentando. Trata-se de uma questdo extremamente complexa uma vez que ha
inumeros fatores envolvidos, dentre eles o avan¢o de doengcas como o RSD.

Dentre as varias razfes para a RSD ser considerada a mais importante, se
destaca o potencial de dano a produtividade, cujo nivel de dano aumentou em funcao
dos cortes (0 que justifica 0 nome “raquitismo-das-soqueiras” para a doenga) em
vérias localidades, por exemplo, na Africa do Sul foi de 18% no primeiro ano e de 27%
no seguinte (Bailey; Bechet, 1997), em Louisiana (Estados Unidos da América) foi de
14% no primeiro ano, aumentando para 27% no terceiro (Grisham, 1991), enquanto
na Etiopia foi de 12% no primeiro e de 28% no terceiro (Zekarias et al., 2012). No
Brasil, os dados relativos as perdas oriundas de infec¢cdes causadas por Lxx sdo ainda
muito escassos; um dos estudos mostrou dados que comprovaram queda de
produtividade variando no primeiro ano de 9 a 14% e de 27 a 44% no terceiro ano em
trés variedades diferentes de cana-de-acUcar (Matsuoka, 1984). A doenca continua
sendo importante em diversas variedades atuais de cana-de-acucar, além de que
estudo ja mostrou a reducéo de peso médio dos colmos em trés cortes subsequentes
em 5,3% para a variedade RB 855156 e de 26,2% para a variedade RB 867515
(Gagliardi; Camargo, 2009), sendo as duas das cinco variedades mais cultivadas
(Chapola, 2015).

As formas de cultivo adotadas pelas usinas correspondem a 67,1% de material
sem diagnose e sem termoterapia, oriundo diretamente dos campos comerciais; 16%
de material com diagnose e sem termoterapia, oriundo de viveiros; 7,5% de material
com diagnose e termoterapia, também oriundo de viveiros; e apenas 9,1% de material
oriundo de MPB, ou seja, mudas ja formadas com diagnose (Braga Jr., 2020). Por
mais que o tratamento térmico seja essencial para garantir a sanidade canavieira, esta
pratica ainda ndo € comum para as usinas, visto que mais de 80% de mudas sao
formadas através de métodos convencionais sem tratamento térmico. Mudas oriundas
de campos comerciais, ou seja, mudas que sao retiradas de um campo produtivo e
plantadas em outra area, sem passar por nenhum processo como a termoterapia ou
serem submetidas a analises, ainda predominam no mercado, uma vez que as usinas
optam por métodos convencionais para minimizar custos, no qual as mudas serao

multiplicadas a partir de colmos sem diagnose advindos de campos ja formados e dara
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origem a uma nova area canavieira, porém este método ndo garante sanidade do
material propagativo podendo estar contaminado por Lxx.

O sistema convencional de multiplicacdo de mudas também conhecido como
plantio mecénico de toletes, a recomendacdo técnica é que as mudas sejam
produzidas a partir dos colmos mais saudaveis do campo comercial, oriundos da cana-
planta ou primeira soca, selecionados e submetidos a um teste diagnostico de
laboratérios, tratados termicamente e utilizados em viveiros para producdo de novas
canas (Barbosa, 2013).

O sistema de MPB, outra técnica de multiplicacdo de mudas com conceitos
diferentes do convencional, traz algumas vantagens no processo de implantacéo da
area canavieira como reducdo do volume a ser plantado; material tratado
termicamente, que reflete em um melhor controle fitossanitario na area; melhoria na
qualidade de vigor das mudas; canaviais de excelente padrdo clonal; e maior
homogeneidade da area visando melhoria no ganho produtivo; além de que para a
realizacdo da diagnose € utilizado o método molecular (Landell et al., 2012). Este
sistema também possibilita adotar outros métodos de cultivo, como o sistema de
meiosi (método inter-rotacional), que em uma mesma area mudas de cana-de-acUcar
sao plantadas juntamente ao cultivo de outras culturas como, por exemplo, a soja ou
amendoim; reduzindo o custo da renovacédo do canavial, e permitindo a multiplicacédo
de mudas (Coury, 2019).

A taxa de adesdo da tecnologia de MPB ainda representa uma pequena
porcentagem no mercado canavieiro, mas com alto potencial de crescimento e
prospeccdes de adocdo. O método ndo foi bem aceito pelas usinas por encarecer o
sistema produtivo como um todo, gerando maiores gastos com aquisicdo de mudas,

analises laboratoriais, € mecaniza¢éo do processo.

Em paralelo ao fato do aumento de RSD nos proximos anos, também existe a
pressdo de expansao das areas produtivas a cada ano o que pode resultar em
escassez de materiais propagativos que atenda tal demanda, estimulando cada vez
mais 0 uso de canas oriundas de campos comerciais e nao de viveiros (Urashima et
al., 2020).

Os métodos mais empregados para erradicacéo de Lxx € o exame laboratorial
complementado com termoterapia para eliminacdo da bactéria. Nesse sentido, a

situacdo dos materiais empregados na multiplicacdo dos canaviais no Brasil é
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preocupante, visto que levantamento de RSD em viveiros de multiplicacdo de mudas
em usinas do Espirito Santo, Bahia e Minas Gerais mostrou 67,6% de contaminacao
com Lxx em amostras de 2003 e 2004 (Ponte et al., 2010). A incidéncia da doenca
tem sido alta ao longo dos anos também em campos de multiplicacdo de usinas do
estado de S. Paulo, o maior produtor nacional, pois os valores variaram de 0,4 a 38,9%
no periodo de 2005 a 2007 e de 23,6 a 27,1% nos anos de 2009 a 2011 (Urashima et
al.,, 2010; Urashima; Marchetti, 2013). A alta contaminacdo dos viveiros de
multiplicacdo de materiais propagativos de cana-de-acucar também se refletiu em alta
incidéncia de RSD em campos comerciais da regido Centro-Sul, responsavel por 85%
da area nacional, onde 10% dos 1154 talhfes avaliados estavam doentes, 58% das
50 usinas tinham pelo menos um talhdo contaminado e 9% das &reas novas
empregaram materiais propagativos contaminados com Lxx em 2012-13 (Urashima et
al., 2017).

O exame diagndstico para todas as analises citadas foi feito com seiva dos
vasos da cana, empregando-se o método sorolégico. Esse exame diagnostico vem
sendo utilizado em diversos paises ao redor do mundo (Comstock, 2002;
Viswanathan, 2004), devido a capacidade de se analisar um grande numero de
amostras, facilidade de manipulacdo da seiva e custo ndo proibitivo para o setor
produtivo. No Brasil, 0 exame diagnéstico “dot blot” € o mais empregado no Brasil para
exames de rotina, que tem capacidade de deteccéo de 10° a 108 UFC/mL (Leaman et
al., 1991; Urashima et al., 2017). Métodos mais sensiveis como o molecular, com PCR
qualitativo e quantitativos, ja estdo disponiveis com varios “primers” especificos e
maior precisdo que o método soroldgico (Fegan et al, 1998; Pan et al., 1998; Taylor
etal., 2003; Grisham et al., 2007; Pelosi et al., 2013; Carvalho et al., 2016). No entanto,
diagnose molecular tem sido empregada somente em pesquisas cientificas e
empresas relacionadas a producdo de MPB, e ndo vem sendo adotado em exames
diagnéstico de rotina de RSD.

Termoterapia € uma outra medida de controle de RSD que complementa o
exame diagnostico, sendo a tecnologia mais empregada em todo mundo para obter
materiais propagativos sadios (Damann Jr; Benda, 1983). Nesse quesito, um aspecto
gue ainda necessita ser esclarecido no tratamento térmico se refere ao binémio
temperatura/tempo, ja que muitas usinas no Brasil preferem 52°C/30min (Sanguino et
al., 1988) enquanto 50°C/2h é o empregado no exterior (Damann Jr; Benda, 1983). A

escolha da industria canavieira brasileira pela primeira combinacdo se deve a dois
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fatores: 1) maior niumero de toletes pode ser tratado por unidade de tempo (tempo de
imersdo em agua quente € gquatro vezes menor) uma vez que o volume de material
de plantio e cultivo no Pais € maior que em outros paises; 2) Receio de que 50°C/2h
possa ter efeito deletério na brotacédo dos toletes (Fernandes Jr et al., 2010).

Quando o tratamento térmico de toletes foi feito com o binémio 52°C/30min
observou-se uma reducdo na populacdo de Lxx, mas sem eliminar totalmente a
bactéria (Carvalho et al., 2016). Esse importante achado necessita ser
complementado com um outro aspecto importante do manejo do RSD, qual seja,
determinar as consequéncias desse escape sobre a produtividade. Novamente, sem
uma resposta adequada a esse questionamento o setor produtivo ndo vai adotar
nenhuma mudanga, ja que implicaria tempo maior de tratamento térmico para um
mesmo numero de materiais a serem tratados.

A pesquisa de Carvalho et al. (2016) também sugeriu a possibilidade de que
52°C/30min possa nhao apresentar escape e ser eficiente no controle de Lxx, quando
em baixas concentragcbes da bactéria. Assim, surgiu a hipétese de que a
concentragdo de Lxx vai influir no resultado da termoterapia, seja no binémio
52°C/30min, seja em 50°C/2h onde escape também ja foi observado (Damann Jr;
Benda, 1983; Grisham et al., 2007). No entanto, devido ao impacto dessa informacéo
no controle de RSD pela termoterapia, esse achado precisa ser cientificamente
comprovado, o que ndo foi possivel nos estudos anteriores, e que ndo tiveram esse
objetivo. Complementarmente, € de fundamental importancia que o escape resultante
da termoterapia seja detectado o mais rapidamente.

A deteccdo de Lxx o mais rapidamente possivel, que nao foi eliminada pela
termoterapia, é de fundamental importancia, pois permitiria descartar o material
vegetativo antes de sua multiplicagdo no campo, aumentando a eficacia da exclusédo

como método de controle de RSD.



20

3. OBJETIVOS

Pelo exposto, o objetivo do presente trabalho foi (a) determinar a eficiéncia das
termoterapias em materiais propagativos contaminados com titulos distintos de Lxx;
(b) examinar a interacdo entre idade da cana-de-agUcar e deteccéo de Lxx; (c) avaliar
a eficiéncia dos métodos soroldgico e molecular na deteccédo de Lxx em diferentes

idades de cana-de-acucar.
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4. MATERIAL E METODOS

A variedade da cana-de-agUcar nesse ensaio foi RB966928, por ser a mais
importante em areas de reforma na regido Centro Sul (Chapola et al., 2016). O
material para estudo foi obtido a partir de um campo experimental situado na
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) — Campus Araras, onde as plantas de
cana-de-acucar eram de primeiro corte com nove meses de idade, realizado na
primeira etapa desse estudo (agosto/setembro - 2019). O exame diagndstico foi feito
em diferentes canas das touceiras dos tratamentos de 50°/2hr, 52°C/30min e canas
doentes pelo exame sorolégico “dot blot” para identificagdo das mesmas com
diferentes niveis de Lxx. Essa andlise permitiu a identificacdo de canas sadias e 0s

niveis de contaminacdo de Lxx em canas doentes, antes da termoterapia.

4.1. Exame diagnostico de RSD
4.1.1. Método Sorolégico

O método soroldgico para identificagao de Lxx foi o de “dot blot”, que vem sendo
realizado em diagnose de rotina do Laboratério de Genética Molecular (LAGEM)
situado dentro da Universidade Federal de Sado Carlos (UFSCar) — Campus Araras,
junto ao setor produtivo e descrito em detalhes em trabalhos ja publicados (Urashima,;
Marchetti, 2013; Urashima et al. 2017). Conforme mencionado, essa tecnologia
permite a quantificacdo do titulo de Lxx nas amostras positivas (10°, 108, 107, 108
UFC/mL) (Leaman et al., 1991). O controle negativo é formado por seiva de cana
sadia, identificada pelo método molecular. Para esse exame diagnéstico é essencial
a extracdo da seiva da cana.

O exame diagnéstico “dot blot” foi feito antes da termoterapia para se conhecer
o titulo de Lxx de cada touceira individualizada. O material foi colhido do campo (cana
planta), passou pelo processo de extracdo de seiva e logo em seguida realizou-se a

analise das amostras através do método soroldgico.
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separadas por touceiras de cada tratamento; C. Esterilizacdo do material utilizado para o corte
das touceiras; D. Realizacdo do corte das canas; E. Extracdo de seiva; F. Processo do “dot blot”
para analise sorologica.

4.1.2. Método Molecular

O método molecular empregado para deteccdo de Lxx consistiu de PCR
(Polymerase Chain Reaction) qualitativo com “primers” especificos selecionados por
Fegan et al. (1998) CxxITSf#5 (5 — TCA ACG CAG AGA TTG TCC A) e CxxITSr#5
(5 — GTA CGG GCG GTA CCT TTT C) e condicdes de amplificagcdo propostas por
Taylor et al. (2003) e aprimoradas por Oliveira; Urashima (2018) com acréscimo de
1°C na temperatura de anelamento, iniciando o ciclo de amplificacdo com a
desnaturacao por 5 min em 96°C, seguido por 35 ciclos em 94°C por 15 s, 57°C por
30 s e 72°C por 30s, com extensao final em 72°C por 10 min. Antes de extrair a
seiva para realizacdo na analise soroldgica, retirou-se o primeiro n6é basal para
extracdo do DNA, ou seja, a seiva foi retirada do primeiro entre-nd basal apos a
retirada do no, local de maior concentracdo da bactéria quando se faz presente na

touceira.
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Figura 2. Processos da extracdo de DNA: A. Amostras picadas colocadas no
banho-maria por periodo de quatro horas; B. Processo de extracdo de DNA das
amostras.

Figura 3. Processos da analise molecular: A. Homogeneizacdo das amostras; B. Preparo
do “mix” para reagédo da PCR (Polymerase Chain Reaction); C. Amostras no termociclador;
D. Pipetagem das amostras no gel de agarose 2%.

4.2. Termoterapia

Essa operacdo foi objeto de estudo da presente pesquisa, qual seja, as duas
condicdes de tratamento térmico para RSD (52°C/30min e 50°C/2h) foram feitas em
material propagativo, gemas individualizadas, cujo nivel de contaminacéo por Lxx era
conhecida. Gemas individualizadas foram colocadas em sacos de “nylon” vazados,
posteriormente em caixotes plasticos, submersos em tanques de 2000 litros e
mantidos nas temperaturas e tempos estipulados. Em seguida, retirados, resfriados
naturalmente e plantados em bandejas. O tratamento testemunha (cana doente sem
termoterapia) foi formado por gemas retiradas do campo cujo titulo de Lxx era
conhecido ndo passando por nenhum processo, apenas individualizacdo das gemas

e plantio em bandeja.
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Figura 4. A. Corte de colmos de cana-de-acucar da variedade RB 866928 utilizadas no estudo
retiradas de um campo experimental para individualizacdo das gemas; B. Gemas de cana-
de-aclcar da variedade RB 866928 separadas em sacos de “nylon” vazados por titulo de
contaminagéo por Lxx; C. Gemas de cana-de-acuUcar individualizadas e separadas em sacos
de “nylon” no processo de tratamento térmico na condi¢do de termoterapia igual a 50°C/2h.

4.3. Tratamentos

Assim, os tratamentos foram: T1 = cana doente com baixo titulo de Lxx (108
UFC/mL) e sem termoterapia, T2 = cana doente com baixo titulo de Lxx e termoterapia
de 52°C/30min, T3 = cana com baixo titulo de Lxx e termoterapia de 50°C/2h, T4 =
cana doente com alto titulo de Lxx (108 UFC/mL) e sem termoterapia, T5 = cana
doente com alto titulo de Lxx e termoterapia de 52°C/30min, T6 = cana com alto titulo

de Lxx e termoterapia de 50°C/2h.

4.4. Plantio

4.4.1. Plantio em bandejas

Ap6s a termoterapia, as gemas foram retiradas do tratamento térmico e
resfriadas naturalmente. O material foi plantado em bandejas com uma média de 60
gemas/bandejas, devidamente identificadas por tratamento e titulo de Lxx. Ao término
do plantio, as bandejas foram mantidas em estufas com temperatura controlada em
torno de 30°C por um periodo de 15 dias. Logo apés esse periodo, as mesmas foram
retiradas e colocadas apenas em ambiente protegido para que houvesse a

climatizacao, permanecendo por mais 15 dias.
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Figura 5. A. Gemas de cana-de-aglcar da variedade RB 866928 de
todos os tratamentos (gemas tratadas termicamente e gemas doentes)
plantadas em bandejas devidamente identificadas; B. Plantio das
gemas de cana-de-acguUcar de todos os tratamentos finalizado.

4.4.2. Mudas de cana-de-acucar

As mudas de cana-de-acucar foram produzidas a partir do processo de
transplante das mudas brotadas que estavam plantadas em bandejas para copos
plasticos de duzentos microlitros. Todas as mudas inicialmente plantadas em
bandejas foram transplantadas para os copos plasticos, resultando em média de
setenta mudas por tratamento. Esse processo ocorreu logo apés o periodo de
climatizacdo, em que as gemas de cana-de-acUcar jA& haviam germinado e
apresentavam sistema radicular bem desenvolvido. Os copos plasticos com as mudas
de cana-de-acucar transplantadas foram levados para uma bancada onde havia
sistema de irrigacao por asperséao diariamente, permanecendo neste local por 25 dias
até que o sistema radicular da muda se desenvolvesse formando um “torrdo”, para

que fosse possivel o transplante para o campo.

Figura 6. A. Gemas de cana-de-agUcar da variedade RB 866928
germinadas e individualizadas para producdo das mudas; B. Processo de
producéo das mudas; C. Mudas de cana-de-aglcar em bandejas sob uma
bancada com sistema de irrigacdo por asperséo.
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4.4.3. Plantio em campo (dezembro 2019)

Mudas de cana-de-acUcar provenientes de gemas submetidas aos diferentes
tratamentos foram transplantadas manualmente para o campo com auxilio de uma
‘matraca” (plantadeira) conforme os tratamentos e delineamento descritos
posteriormente. Cada area experimental foi composta por 360 plantas (sendo uma
planta equivalente a uma parcela) distribuidas em sulcos e espacadas a 0,50 m entre
planta e 1,2 m entre linhas, com profundidade de sulco entre 30-35 cm, seguindo o
espacamento adotado em campos comerciais. O delineamento estatistico do
experimento implantado foi inteiramente casualizado, com seis tratamentos e
sessenta repeticdes para cada tratamento. No campo, o0 mesmo ensaio foi instalado
em duplicata, que € uma exigéncia para publicacdo em revista internacional. Segue

em anexo (Anexo |) o croqui da area experimental.

Figura 7. A. Selecdo de mudas de cana-de-acgUcar para transplantar
para o campo experimental; B. Organizacao e distribuicdo das mudas de
cana-de-acglicar separadas por tratamentos; C. Plantio manual das
mudas de cana-de-agicar com auxilio de uma plantadeira; D.
Experimento instalado no campo. E. Verificacdo de pegamento das
mudas de cana-de-acgucar.
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4.5. Coleta de dados

4.5.1. Amostragem

A coleta das amostras de cana-de-agucar para exame diagndstico iniciou-se a
partir do momento que foi possivel extrair seiva do material vegetal, constituindo assim
a primeira avaliacdo realizada. Na primeira amostragem aos sete meses, idade
contabilizada apds os colmos serem submetidos a termoterapia, foram coletadas dez
plantas por tratamento, sendo selecionadas aleatoriamente, totalizando sessenta
plantas avaliadas.

O experimento foi instalado em duplicata separados por uma bordadura de
trinta metros formada pela variedade SP89-11 15, afim de diminuir a variabilidade dos
dados, visto que em cada amostragem foram coletadas apenas dez plantas de um
todo de sessenta plantas por tratamento, logo as andlises realizadas por data de
avaliacdo ndo examinaram cem por cento do campo experimental. A cada
amostragem retirou-se a cana “mae” para realizagdo das analises, deste modo
adotou-se a estratégia de coletar apenas dez plantas a cada data de avaliacao para
nao influenciar nas avaliagbes subsequentes.

Os materiais para as avaliacdes subsequentes foram coletados em intervalos
de 30 a 35 dias. A amostragem foi realizada do mesmo modo, coletaram-se
aleatoriamente dez plantas por tratamento para cada campo experimental, totalizando
cento e vinte plantas analisadas. Planta uma vez amostrada e com Lxx presente no
exame diagndstico, ndo foi amostrada novamente, deste modo foi possivel aumentar

0 universo de amostragem de um mesmo tratamento.

4.5.2. Detecgéo de Lxx

4.5.2. a) Soroldgico
A analise sorologica foi possivel quando as canas transplantadas para o campo
atingiram idade suficiente para cortar o material (cana “mae”) e extrair a seiva da parte
basal (primeiro entre-n6 apos retirada do n6 basal) para realizagédo desta analise, isto

aconteceu a partir de 216 dias (7 meses).

2.5.2. b) Molecular
A analise molecular foi realizada em conjunto a analise soroldgica, apés as

plantas de cana-de-acUcar atingirem idade suficiente para que fosse possivel extrair
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sua seiva. Portanto, a partir do més de maio, a diagnose realizada através da extracéo
da seiva da cana-de-acuUcar foi possivel, visto que as plantas atingiram a idade para
corte da “cana-mae”, possibilitando a obtengcdo do material para analise. Para a
extracdo do DNA utilizou-se material oriundo do primeiro n6 basal. Este tipo de
avaliacao é conhecido como “avaliagao destrutiva”, uma vez que ha necessidade de

corte total da planta de cana-de-aglucar em campo para realizacéo das analises.

4.6. Andlise de dados
4.6.1. Coeficiente de correlacéao (Pearson)

Para o calculo de correlacédo dos dados coletados em ambos os campos (dados
nao apresentados), calculou-se o coeficiente de correlacado de Pearson separado em
funcdo do tratamento e método de diagnose. Inicialmente os dados foram analisados
separados por data de coleta e posteriormente foram agrupados independentemente
da data de coleta, sendo possivel comparar os dois campos experimentais. O valor
encontrado do coeficiente para analise sorologica na data de 216 dias (7 meses) foi
de r=0,915 e r=0,928 para andlise molecular, quando os dados foram agrupados o
coeficiente para analise soroldgica foi de r=0,987 e r=0,977 para analise molecular.
Deste modo, os valores sdo bem proximos a r=1 o que significa uma correlacéo
positiva, as variaveis analisadas estao diretamente correlacionadas (Cargnelutti Filho
et al., 2011). Portanto, para a analise estatistica foi utilizado os dados de ambos os
campos agrupados como um dado somente, para aumentar os graus de liberdade nas
analises estatisticas e aumentar a precisdo do experimento (Cargnelutti Filho et al.,
2009).

4.6.2. Estatistica

Os dados foram analisados a partir do teste de Tukey, um dos métodos de
andlise de variancia e comparag¢do multipla entre médias do experimento, a 5% de
significancia. Sendo analisados de duas maneiras: (a) dados obtidos em cada idade
das plantas, separados por tratamento; (b) dados agrupados independentemente da

idade da planta, separados por tratamento.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise soroldgica

A Figura a seguir (8) representa uma das membranas resultante da analise
sorolégica (dot-blot), onde os cinco primeiros “pogos” devidamente identificados (1 a
5) s&o os controles que variam de acordo com a tonalidade do azul. O primeiro “po¢o”
de tonalidade mais intensa representa maior titulo de Lxx (10° UFC/mL) o que vai
diminuindo gradativamente até o quinto “po¢o” onde a tonalidade & ausente por

representar o controle negativo.
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Figura 8. Foto de uma membrana resultante da analise soroldgica para detec¢éo
de Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx) em seivas extraidas de colmos de cana-de-
aclcar, em que 0s cinco primeiros “pogos” da membrana séo os controles (pogos
de 1 a 4 controle positivo e poco 5 controle negativo) e os demais pocos sdo as
amostras analisadas.

O resultado desta membrana mostra a presenca de Lxx em diferentes titulos
em um dos campos experimentais na Ultima data de avaliacdo (378 dias/ 12 meses).
Os dois “pogos” ressaltados na Figura 8 mostram duas amostras distintas com
diferentes titulos de Lxx, sendo a primeira amostra analisada como N2 (108 UFC/mL)
identificada pela letra “A” e a outra em destaque como N4 (108 UFC/mL) identificada

pela letra “B”, respectivamente.
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Figura 9. Incidéncia (em %) de Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx) em colmos de
cana-de-agUcar da variedade RB 866928, analisados via método sorolégico
em diferentes idades, com dois niveis de titulo, previamente submetidas a
duas condicdes de termoterapia e sem tratamento térmico

Tabela 1. Dados relativos as respostas sorolégicas em colmos de cana-de-agUcar
da variedade RB 866928, analisados de forma agrupada e em estratos de diferentes
idades (216-378 dias), oriunda de duas concentragdes de Leifsonia xyli subsp. xyli
(Lxx), ndo submetidas ao tratamento térmico

Anélise de
variancia Soroldgico
Idade (dias) Geral* 216 252 278 328 378
GL residuo 8 38 38 38 38 37
F tratamentos 0,18 0,1 3,35 3,35 1,00 0,17
Média geral 0,86 0,63 0,93 0,93 0,98 0,87
Desvio-padréo 0,16 0,5 0,26 0,26 0,16 0,34
DMS (5%) 0,23 0,32 0,17 0,17 0,10 0,23
CV (%) 18,36 79,37 28,01 28,01 16,22 39,28
Teste de Tukey a 5%
T1 0,88 a 0,60 a 1,00 a 1,00 a 0,95a 0,85a
T4 0,84 a 0,60 a 0,85 a 0,85 a 10a 0,89 a

GL: graus de liberdade; DMS: diferenga minima significativa; CV: coeficiente de variagado.
*Dados analisados de forma agrupada, independentemente da idade das plantas.

Tabela 2. Dados relativos as respostas soroldgicas em colmos de cana-de-aglcar da
variedade RB 866928, analisados de forma agrupada e em estratos de diferentes
idades (216-378 dias), oriunda de duas concentracdes de Leifsonia xyli subsp. xyli
(Lxx), previamente submetida a termoterapia de 52°C/30min

Andlise de variancia Soroldgico
Idade (dias) Geral* 216 252 278 328 378
GL residuo 8 38 38 38 38 38
F tratamentos 1,52 1 2,11 2,11 1,09 1,00
Média geral 0,95 0,98 0,95 0,95 0,90 0,98
Desvio-padrao 0,05 0,16 0,22 0,22 0,30 0,16
DMS (5%) 0,07 0,10 0,14 0,14 0,19 0,10
CV (%) 5,39 16,22 22,91 22,91 33,72 16,22
Teste de Tukey a 5%
T2 0,97 a 1,00 a 0,90 a 1,00 a 0,95 a 1,00 a
T5 0,93 a 0,95 a 1,00 a 0,90 a 0,85 a 0,95 a

GL: graus de liberdade; DMS: diferenca minima significativa; CV: coeficiente de variagéo.
*Dados analisados de forma agrupada, independentemente da idade das plantas.
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Tabela 3. Dados relativos as respostas soroldgicas em colmos de cana-de-aclcar da
variedade RB 866928, analisados de forma agrupada e em estratos de diferentes idades
(216-378 dias), oriunda de duas concentracbes de Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx),
previamente submetida a termoterapia de 50°C/2h

Andélise de variancia Sorolégico
Idade (dias) Geral* 216 252 278 328 378
GL residuo 8 38 38 38 38 37
F tratamentos 0,33 1 1 1 1 1,05
Média geral 0,98 0,98 0,98 0,95 1 0,97
Desvio-padrdo 0,03 0,16 0,16 0,22 0 0,16
DMS (5%) 0,04 0,1 0,1 0,14 0 0,12
CV (%) 2,81 16,22 16,22 23,54 0,32 16,42
Teste de Tukey a 5%
T3 0,98 a 1,00 a 1,00 a 0,95 a 1,00 a 095 a
T6 0,97 a 0,95 a 0,95 a 0,95 a 1,00 a 1,00a

GL: graus de liberdade; DMS: diferen¢ca minima significativa; CV: coeficiente de variagdo. *Dados
analisados de forma agrupada, independentemente da idade das plantas.

Na Figura 9 foi possivel observar dois grupos distintos dentre os tratamentos
em relacdo a eficacia da termoterapia, o primeiro grupo formado pelos tratamentos
que ndo sofreram termoterapia (T1 e T4) e o segundo grupo formado pelos
tratamentos que sofreram termoterapia (T2, T3, T5 e T6). Outro ponto observado foi
que os dados de todos os tratamentos mostraram que nao houve diferenca estatistica,
a partir da realizacdo de um dos testes de comparacao mdultipla, o teste de Tukey, com
5% de significancia, entre baixo e alto titulo de Lxx (Tabela 1), uma vez que os
resultados apresentaram a mesma letra “a” e ao analisar a Figura 9 as linhas seguem
uma mesma tendéncia de presenca da bactéria, independente do titulo de Lxx.

Nos tratamentos sem termoterapia (T1 e T4) nota-se que ndo houve diferenca
na deteccdo de Lxx para as idades de 252 dias e 278 dias (8 meses e 9 meses,
respectivamente) entre os tratamentos, ndo seguindo a mesma tendéncia de presenca
de Lxx como nas outras idades. Tal fator pode ser explicado pela amostragem das
plantas, uma vez que no inicio do experimento foi realizada a avaliagdo somente da
seiva oriunda do entre-n6 basal, o resultado encontrado (titulo de Lxx) foi considerado
0 mesmo para o colmo todo. Assim sendo, existe a possibilidade de terem sido
plantadas gemas apicais supondo que estavam com o0 mesmo titulo de Lxx igualmente
a parte basal da planta, porém tal fato nao foi comprovado, o que justifica também as
discrepancias dos resultados entre as idades da planta de um mesmo tratamento. ISso
porque um estudo mostrou que houve diferenca entre os titulos de Lxx entre a gema

basal e apical de um mesmo tolete (Torquesi et al., 2019), logo tal fato pode justificar
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a ocorréncia desta pequena variacao entre 0s mesmos tratamentos, uma vez que ha
possibilidade da planta analisada ser oriunda da gema basal ou apical. Nas outras
datas de avaliacdo ndo houve diferenca entre os resultados obtidos através da analise
sorologica, quando outras plantas do mesmo tratamento foram analisadas, como pode
ser visto na Tabela 1 a partir dos resultados que apresentaram a mesma letra “a”, ou
seja, ndo houve diferenca estatistica entre os dados analisados.

Quando os dados foram examinados como tendéncia (Figura 9), desde a
primeira data de avaliagéo 216 dias (7 meses) a termoterapia mostrou eficiéncia no
controle de Lxx. Do mesmo modo que os dados dos tratamentos sem termoterapia
seguem uma linha de tendéncia de presenca de Lxx, independente das
concentracdes, os dados do segundo grupo (T2, T3, T5 e T6), plantas que sofreram
termoterapia em diferentes condi¢des, também seguem uma linha de tendéncia de
presenca de Lxx, independente das concentracées, uma vez que na Ultima data de
avalicdo (378 dias/ 12 meses) todos os tratamentos tenderam para o0 mesmo ponto,
validando os dados obtidos nas outras datas de avaliacdo. Para as duas condi¢des
de termoterapia (50°C/2h e 52°C/30min) ndo houve diferenca estatistica, como
mostrado na Tabela 2 e Tabela 3. Para o tratamento T5 (plantas com alto titulo de Lxx
e termoterapia de 52°C/30min) na data de 328 dias (10 meses) observa-se uma
discrepancia dos dados comparado a tendéncia de baixa presenca de Lxx dos demais
tratamentos, independente do titulo de Lxx, tal fator também pode ser entendido como
plantas oriundas de gemas apicais, contendo diferentes titulos de Lxx das demais
plantas tratadas e amostradas.

A andlise sorolégica € a mais usada quando as proprias usinas produzem o0s
materiais propagativos. O método do “dot blot” além de ser economicamente mais
viavel, contribui para facilidade de logistica, uma vez que para identificar a doenca em
determinada planta de um determinado talhdo € necessario 0 envio apenas da seiva
para o laboratério que realizard as analises e ndo o material vegetal por completo,
reduzindo os custos de frete. A capacidade de processamento das analises é maior
por ser um método mais simples e pratico, envolvendo menor quantidade de etapas
guando comparado ao método molecular. Também pode-se citar o melhor custo
beneficio para usina em relacdo ao maior numero de amostras a serem
diagnosticadas.

A taxa de incidéncia de Lxx variou de 25 a 68% em todas as variedades

estudadas no Brasil (Urashima et al., 2017), tendo em vista que 67,1% das mudas sao
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oriundas de campos comerciais (sem termoterapia) em oposicao a 7,5% de mudas
oriundas de MPB e que passaram pelo processo de tratamento térmico (Braga Jr.,
2020), a preocupacéao permanece visto que a maioria das amostras que sao enviadas
para analises de RSD é diagnosticado com Lxx, que provavelmente serdo utilizadas
como materiais de propagacdo e, consequentemente, retiradas dos campos
comerciais mais produtivos, reforcando ainda mais a ideia de que a incidéncia da
doenca em campos brasileiros é desconhecida e ainda maior (Urashima; Marchetti,
2013).

Portanto, a diferenca significativa foi observada na presenca ou auséncia do
tratamento térmico, independentemente da concentracdo de Lxx e das condi¢cdes de
termoterapia, tal fato é confirmado estatisticamente uma vez que os dados ndo se
diferiram (representados pela mesma letra “a”). O ponto chave para sucesso no

controle do RSD ¢ a realizacdo da termoterapia, independente das condi¢des.

5.2. Anélise molecular
A Figura a seguir (10) representa uma das fotos do gel resultante da anélise
molecular, onde no primeiro “pogo” esta o “marcador de referéncia” para identificagao

do tamanho do fragmento de DNA detectado (presenca de banda), funcionando como

uma “régua”, e nos demais “pog¢os” encontram-se as amostras.

500 pb

Figura 10. Foto do gel resultante da analise molecular, ilustrando o produto da PCR (Polymerase
Chain Reaction) amplificado para identificacdo de mudas de cana-de-agucar com Leifsonia xyli
subsp. xyli (Lxx), sendo possivel visualizar fragmento de DNA da bactéria nos pocos
devidamente identificados; os Ultimos poc¢os que apresentam fragmento de DNA s&o os controles
positivos validando a presenca do patégeno (A. Amostras nao tratadas termicamente com alto
titulo de Lxx; B. Amostras tratadas a 52°C/30 min. com alto titulo de Lxx).

No item A € possivel observar fragmentos de DNA de Lxx presente nas
amostras do tratamento T4 (alto titulo de Lxx e sem termoterapia) na ultima data de
avaliacao (378 dias/ 12 meses), em oposi¢cao ao item B que representa amostras do
tratamento T5 (alto titulo de Lxx e termoterapia de 52°C/30 min.), deixando evidente

a eficacia do tratamento térmico para o controle da bactéria.
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Figura 11. Incidéncia (em %) de Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx) em colmos
de cana-de-agucar da variedade RB 866928, analisados via método
molecular em diferentes idades, com dois niveis de titulo, previamente
submetidas a duas condicdes de termoterapia e sem tratamento térmico

Tabela 4. Dados relativos as respostas moleculares em colmos de cana-de-aglcar da
variedade RB 866928, analisados de forma agrupada e em estratos de diferentes
idades (216-378 dias), oriunda de duas concentragBes de Leifsonia xyli subsp. xyli
(Lxx), ndo submetidas ao tratamento térmico

Andlise de variancia Molecular
Idade (dias) Geral* 216 252 278 328 378
GL residuo 8 38 38 38 38 34
F tratamentos 0,68 0,11 1,27 3,35 0,22 1,74
Média geral 0,83 0,68 0,78 0,93 0,88 0,78
Desvio-padrdo 0,11 0,48 0,42 0,26 0,34 0,42
DMS (5%) 0,16 0,31 0,27 0,17 0,22 0,28
CV (%) 13,44 71,09 54,38 28,01 38,67 53,65
Teste de Tukey a 5%
T1 0,86 a 0,70 a 0,85 a 1,00 a 0,85 a 0,88 a
T4 0,80 a 0,65 a 0,70 a 0,85 a 0,90 a 0,89 a

GL: graus de liberdade; DMS: diferenca minima significativa; CV: coeficiente de variagédo. *Dados
analisados de forma agrupada, independentemente da idade das plantas.

Tabela 5. Dados relativos as respostas moleculares em colmos de cana-de-agUcar da
variedade RB 866928, analisados de forma agrupada e em estratos de diferentes idades
(216-378 dias), oriunda de duas concentracbes de Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx),
previamente submetida a termoterapia de 52°C/30min

Andlise de variancia Molecular
Idade (dias) Geral* 216 252 278 328 378
GL residuo 8 38 38 38 38 38
F tratamentos 0,78 1 2,11 2,11 1,09 1,10
Média geral 0,94 0,98 0,95 0,95 0,90 0,90
Desvio-padrao 0,05 0,16 0,22 0,22 0,30 0,31
DMS (5%) 0,08 0,1 0,14 0,14 0,19 0,20
CV (%) 5,73 16,22 22,91 22,91 33,72 34,20
Teste de Tukey a 5%
T2 0,95 a 1,00 a 0,90 a 1,00 a 0,95 a 0,90 a
T5 0,92 a 0,95 a 1,00 a 0,90 a 0,85a 0,90 a

GL: graus de liberdade; DMS: diferen¢ca minima significativa; CV: coeficiente de varia¢@o. *Dados
analisados de forma agrupada, independentemente da idade das plantas.

34
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Tabela 6. Dados relativos as respostas moleculares em colmos de cana-de-aglcar da
variedade RB 866928, analisados de forma agrupada e em estratos de diferentes idades (216-
378 dias), oriunda de duas concentragBes de Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx), previamente
submetida a termoterapia de 50°C/2h

Andlise de variancia Molecular
Idade (dias) Geral* 216 252 278 328 378
GL residuo 8 38 38 38 38 38
F tratamentos 1,60 1 1 1 1 1
Média geral 0,98 0,98 0,98 0,95 1 1
Desvio-padréo 0,02 0,16 0,16 0,22 0
DMS (5%) 0,04 0,1 0,1 0,14 0 0
CV (%) 2,55 16,22 16,22 23,54 0,32 0,32
Teste de Tukey a 5%
T3 0,99 a 1,00 a 1,00 a 0,95 a 1,00 a 1,00 a
T6 0,97 a 0,95 a 0,95 a 0,95 a 1,00 a 1,00 a

GL: graus de liberdade; DMS: diferenga minima significativa; CV: coeficiente de varia¢do. *Dados
analisados de forma agrupada, independentemente da idade das plantas.

Na Figura 11 é possivel observar dois grupos distintos dentre os tratamentos
em relacdo a eficiéncia da termoterapia, o primeiro grupo formado pelos tratamentos
que ndo sofreram termoterapia (T1 e T4) e o segundo grupo formado pelos
tratamentos que sofreram termoterapia (T2, T3, T5 e T6). Outro ponto a ser
observado, de modo geral, € que os dados mostraram que nao houve diferenca
estatistica entre baixo e alto titulo de Lxx (Tabelas 4, 5 e 6), uma vez que as linhas de
porcentagem de incidéncia seguem uma mesma tendéncia para presenca da bactéria,
nao diferenciando pelo titulo de Lxx.

Na Figura 11, nota-se que entre os tratamentos T1 e T4 (baixo e alto titulo de
Lxx e sem termoterapia) nas trés primeiras datas de avaliacdo (216, 252 e 278 dias/7,
8 e 9 meses) mostraram dados n&o esperados, ou seja, espera-se detectar Lxx em
maior porcentagem em plantas de cana-de-acUcar com altas concentracdes da
bactéria (alto titulo). Porém ao realizar a analise dos dados a partir do teste de
comparacao multipla (Tabela 4), pode-se confirmar que ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos (letras iguais para todas as idades amostradas)
mesmo apresentando porcentagens de incidéncia em diferentes proporgdes. Para os
tratamentos T2, T5 (plantas com baixo e alto titulo de Lxx e termoterapia de
52°C/30min), T3, e T6 (plantas com baixo e alto titulo de Lxx e termoterapia de
50°C/2h) nao houve diferenca estatistica entre eles apresentando a mesma letra (“a”)
em todas as datas analisadas, seguindo a linha de tendéncia de presenca da bactéria,

independente do titulo de Lxx. Sabe-se que para validacdo de experimentos em
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campo é utilizado o coeficiente de variacao (CV) como parametro para validacdo dos
resultados obtidos com valores de até 15% (boa precisdo) e até 20% (precisao
regular), deste modo, os valores de CV dos tratamentos estdo dentro do esperado
para ensaios agricolas de campo quando analisados de forma agrupada
independentemente da idade da planta, o que traz maior precisdo e confiabilidade
para os dados do experimento (Silva et al., 2011).

A analise molecular é difundida pela sua capacidade de deteccdo, ou seja,
trata-se de uma técnica com maior sensibilidade para identificacdo de Lxx. Porém os
custos com esta tecnologia sdo maiores, desde o valor por analise do material até o
frete, uma vez que para realizacdo da analise € necessario o envio do material vegetal
para extracdo de seu DNA e nao apenas a seiva advinda da gema basal, como no
método sorolégico.

Empresas que possuem viveiros de mudas com plantas matrizes optam por
analises mais sensiveis como a do PCR (Polymerase Chain Reaction), uma vez que
a quantidade de plantas analisadas € menor e é utilizada como material vegetal para
multiplicacéo (formacdo de MPB), tornando-se viavel o investimento financeiro com
esta analise, que garante a sanidade das mudas e evita a dissemina¢édo da doenca,
razao pela qual esse método diagnéstico € recomentado (Landell et al., 2012).

Assim sendo, tem-se dois métodos distintos de diagnose que ndo competem no
mercado, cada qual com sua especificidade e finalidade particular. O método
sorolégico, mais barato e pratico, vai continuar tendo a preferéncia das usinas por
todas as vantagens que o método traz em relacéo a logistica e custo a partir do volume
de material a ser analisado. No atual cenario canavieiro, considerando o0s
antecedentes adotados pelas usinas, é de presumir-se que dificlmente novos
métodos de diagnose sejam adotados, tendo em vista que algum dia as analises via
“dot blot” podem ndo ser mais uma op¢do no mercado, acredita-se que seja pouco
provavel que os produtores adotardao outro método de diagnose como, por exemplo,
o0 molecular, mas sim podem optar a multiplicar mudas de cana-de-acucar sem
diagnoéstico prévio por conta do alto custo que outro tipo de andlise agregaria ao
sistema produtivo como um todo.

Por outro lado, o método molecular continuard tendo a preferéncia e sendo
utilizado para diagnose em plantas matrizes, que demanda um pequeno volume de
material a ser analisado e serdo utilizadas por um periodo de tempo maior quando

comparado aos toletes. Para empresas que produzem MPB de cana é fundamental



37

produzir mudas isentas de quaisquer tipos de doencgas para garantir a sanidade e
qualidade do material que esta sendo comercializado.

Logo, independentemente do método de diagnose a ser utilizado é crucial que
haja exames diagnosticos de sanidade para deteccdo de RSD e termoterapia para
controle de Lxx, uma vez que estudos jA mostraram que ao comparar trés safras de

cana-soca houve uma reducdo média de 22% na produtividade (Matsuoka, 1984).
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6. CONCLUSAO

- A termoterapia foi importante para controle de RSD, independentemente da
idade de amostragem da planta, titulo de Lxx e do método de deteccéo;

- As duas condi¢cdes de termoterapia apresentou escape de Lxx;

- Lxx foi detectada ja a partir do sétimo més, independentemente da
concentracéo de Lxx no material vegetal,

- O escape da termoterapia foi detectado pelos dois métodos de diagnose.
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