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RESUMO

PONTE, Elaine Cristina de, M.S, Universidade Estadual do Norte Fluminense,
Janeiro de 2006. INCIDENCIA DE Leifsonia xyli subsp. xyli EM AREAS DE
MULTIPLICACAO DE CANA-DE-ACUCAR NO ESPIRITO SANTO, SUL DA
BAHIA E OESTE MINEIRO E DETERMINACAO DO TAMANHO DA AMOSTRA
PARA DETECCAO SOROLOGICA. Orientador: Silvaldo Felipe da Silveira. Co-
orientador: Josil Barros Carneiro Jr.

Detectar a incidéncia da bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx) em material
propagativo € importante para o controle do Raquitismo da soqueira em regides
canavieiras. Objetivou-se avaliar a incidéncia da bactéria em areas de
multiplicagdo de empresas canavieiras da regiao do Espirito Santo, Oeste Mineiro
e Sul da Bahia por meio da detecgao soroldgica e determinar estatisticamente um
sistema de coleta de amostras e um tamanho minimo de amostras de colmos de
cana-de-agucar a serem coletados, para fins de diagnose. Constatou-se no ano
de 2003 que 65,62% dos talhdes amostrados estavam infectados com Lxx e
observou-se que a incidéncia média geral aumentou de cana planta (4,8%) para a
cana de quinto corte (10,3%). No ano de 2004, 70,45% dos talhdes amostrados
apresentaram reacgdes positivas a Lxx e observou-se maior incidéncia média da
bactéria Lxx em cana-planta (18%), confirmando que o material propagativo
utilizado na renovacédo dos talhbes amostrados neste ano estava igualmente
contaminado e foi obtido de campos comerciais com alta incidéncia da bactéria.

Como esperado, nas areas de soca, observou-se incidéncia crescente dos

vi



talhdes de 1° (5%) para 3° corte (13%). Para determinacdo do tamanho de
amostra realizou-se coleta de colmos de cana-de-agucar no municipio de Campos
dos Goytacazes-RJ em quatro talhées da variedade SP 80-1842, com diferentes
incidéncias médias de Lxx (13, 19, 23 e 28%). Aplicando-se a analise de
“Ordinary Runs” todos os talhdes amostrados apresentaram arranjo espacial
predominantemente aleatério. Na estimativa do numero adequado de linhas de
plantio a serem amostrados para quantificacdo de Lxx pelo teste sorolégico “Dot
Blot”, a amostragem de 3 linhas de plantio com 21 colmos/linha/talhdo, parece ser
apropriado para quantificar a incidéncia de Lxx quando o erro aceitavel for 10%,
considerado satisfatério em levantamentos de campo e sob altos niveis de
incidéncia (superior a 10%). Para se viabilizar um sistema de amostragem
suficientemente seguro para se detectar incidéncias minimas (inferiores a 10%),
um meétodo de detecgdo mais sensivel necessita ser utilizado, bem como o

tamanho da amostra reavaliado.
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ABSTRACT

PONTE, Elaine Cristina de, M.S, Universidade Estadual do Norte Fluminense,
December 2005. INCIDENCE THE OF Leifsonia xyli subsp. xyli IN SUGAR CANE
MULTIPLICATION AREAS OF ESPIRITO SANTO STATE, SOUTH BAHIA AND
WESTERN OF MINAS GERAIS AND DETERMINATION OF THE SAMPLE SIZE
FOR SEROLOGICAL DETECTION. Major professor: Silvaldo Felipe da Silveira.
Co-Advisor: Josil Barros Carneiro.

To detect of the incidence of the bacterium Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx) in
propagation material is important for the control of Raton Stunting Disease (RSD)
in sugarcane production regions. This research is a survey of the incidence of the
pathogen in areas of sugarcane multiplication of the regions of the Espirito Santo
State, Western of Minas Gerais and South of the Bahia State. The method of
diagnosis used was the serological detection of the pathogen on xylem extracts by
dot blot assay with the specific policlonal antiserum against Lxx. In the year of
2003, it was observed that 65,62% of the sampled areas was infected with Lxx
and that the geral average incidence of infected stalks increased on the
subsequent productions cycles from 4,8% on the first cycle until 10,3% on the fifth.
In the year of 2004, 70,45% of the sampled areas presented positive reactions to
Lxx and it was observed highest incidence of diseased sugarcane stalks on the
first cycle (18%), which confirm that the propagation material used on these
regions is from high infected commercial areas. As expected, because of the

polyetic nature of RSD epidemics, on the subsequent cycles the incidence of
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diseased stalks increase from 5% on the first cycle until 13% on the third cycle. To
determination of sampling intensity, it was collected sugarcane stalks in the city of
Campos dos Goytacazes-RJ, in four areas of SP 80-1842 variety, showing
different average incidence of Lxx. (13, 19, 23 and 28%). Using the ‘Ordinary
Runs’ analysis, it was observed that all plots predominantly showed a random
spatial arrangement. In the estimative of adjusted number of crop rows for Lxx
quantification through ‘Dot Blot’ serological test, the sampling of 3 rows with 21
stalks per row seems to be appropriated to quantify incidence of Lxx when the

acceptable error is 10%, found to be ideal in field surveys.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar do mundo,
seguido pela Unido Européia e india. Na safra 2004/2005, a estimativa nacional
de moagem foi de 375 milhdes de toneladas de cana, produzindo 23,9 milhdes de
toneladas de agucar e 15,14 bilhdes de litros de alcool (AGRIANUAL, 2005). O
parque sucroalcooleiro nacional possui 302 industrias em atividade, 218 na regiao
centro-sul e 84 na regidao Norte-Nordeste, sendo o setor responsavel por cerca de
3,6 milhdes de empregos diretos e indiretos, congregando mais de 70 mil
agricultores (Jornal da cana, 2004).

Estima-se que a produtividade da cana-de-agucar no Estado do Rio de
Janeiro seja de 54 t ha™” de colmos, no Estado do Espirito Santo de 73 t ha™ de
colmos e Minas Gerais 74 t ha™ de colmos, inferior ao Estado de S&o Paulo que
apresenta produtividade média em torno de 84 t ha™ de colmos (Rodrigues,
2003). Varios fatores reduzem a produtividade no Rio de Janeiro, Espirito Santo e
Minas Gerais, como a deficiéncia hidrica, plantio de variedades ultrapassadas e a
ma condigéo fitossanitaria da cultura (Carneiro et al., 2004a).

No Brasil, foram relatadas 58 entre as 216 doengas (provocadas por
fungos, bactérias, virus e micoplasmas) relacionados a cana de agucar em todo o
mundo (Sanguino, 1998a). Destas, considerada-se de maior importancia
econdmica: raquitismo da soqueira (Leifsonia xyli subsp. xyli Davis, Gillaspie,
Vidaver & Harris), Escaldadura das Folhas (Xanthomonas albilineans (Ashby)

Dowson), Carvao (Ustilago scitaminea Sydow), Ferrugem (Puccinia



melanocephala H. & P. Syd.) e o Mosaico (“Sugarcane Mosaic Virus™ SCMV)
(Barbosa, 2000). Dentre estas, destaca-se o Raquitismo da Soqueira (do inglés:
Ratoon Stunting Disease - RSD), cujo agente causal € a bactéria Leifsonia xyli
subsp. xyli (Evtshenko et al., 2000 sinonimia: Clavibacter xyli subsp. xyli, Davis,
1984). No Brasil, o RSD foi relatado pela primeira vez em 1956, na regiao de
Campos dos Goytacazes — RJ, por Frederico da Veiga (Veiga, 1956). Em 1989,
esta doencga ja havia sido relatada em 61 paises produtores de cana-de-agucar
(Tokeshi,1997).

No Brasil, em testes realizados no centro de Tecnologia da
COPERSUCAR, estimou-se uma perda média devido ao raquitismo da soqueira
de 0,4% na produtividade para cada 1% de incidéncia da bactéria (Sanguino,
1998 b). Matsuoka (1984), trabalhando com as variedades CB 41-76, CB 49-260
e IAC 52-326 em Araras — SP, obteve em média, do primeiro para o terceiro corte,
diminuigéo da produgéo de canas doentes entre 16 e 37% com relagdo as canas
sadias (cujas mudas foram tratadas termicamente). Segundo Giglioti, 1998 (citado
por Gagliardi, 2003), no Estado de S&o Paulo, o RSD acarretou uma perda
estimada de mais de U$ 2 bilhdes nos ultimos 30 anos. Em Macaé - RJ,
observaram-se diminuicdes significativas de producdo variando de 4 a 14 t ha™ de
colmos para seis variedades de cana-de-agucar (CB 46-364, CB 45-3, CB 49-260,
CO 421, CP 51-22 e NA 56-79) inoculadas com L. xyli subsp. xyli, quando
comparadas a parcelas cujas mudas foram tratadas termicamente (Chagas e
Matsuoka, 1988).

Em anos de seca, quando o desenvolvimento da cana-de-agucar é
prejudicado pela deficiéncia hidrica, pode se observar sintomas externos do
raquitismo da soqueira (crescimento irregular, plantas raquiticas, pouco
perfilhamento, colmos finos e sintomas de falta d’agua). Nao havendo déficit
hidrico, estes sintomas podem nao aparecer (Tokeshi, 1997). Sintomas internos
observaveis apenas em variedades suscetiveis, sdo caracterizados pela presenga
de pontuagdes ou virgulas avermelhadas nos feixes do xilema na regido do né.
Porém nenhum sintoma interno ou externo tem poder diagndstico, por nao ser
especifico do raquitismo da soqueira (Comstock et al., 1997).

Uma vez que os sintomas nao sao evidenciados, a disseminagao do RSD
pelo material propagativo infectado é facilitada. A doenga € disseminada pelo

plantio de toletes infectados, colheita manual com facdes, durante a colheita



mecanica e por meio de instrumentos de cultivo. Forbes, 1961 (citado por
Matsuoka, 1975) verificou na Louisiana (USA), que quando se faz colheita
mecanica, de uma percentagem inicial na cana-planta de 5,4% de plantas
infectadas, obtiveram 15,6% de plantas contaminadas na soca e na multiplicagao
daquele material com 5,4% de infeccao inicial se obteve uma incidéncia de 21,2%
de raquitismo, dados que indicam a importancia desse tipo de disseminagao nas
sucessivas colheitas e multiplicagdes.

Dentre as medidas de controle de doencgas na cultura de cana-de-agucar,
destaca-se a utilizacdo de variedades resistentes e o plantio de mudas sadias.
Para se confirmar a diagnose do raquitismo, atualmente, utilizam-se técnicas de
detecgéo do patdgeno na seiva do xilema, tais como microscopia de contraste de
fase (Steindl, 1976), técnicas soroldogicas (Gillaspie, 1978) e, a Reacédo de
Polimerase em Cadeia — PCR (Pan et al., 1998).

Para a produgdo de mudas sadias faz-se a limpeza clonal mediante o
tratamento térmico de toletes ou minitoletes (50,5°C/2 horas ou 52°C/30 minutos)
e a multiplicagdo inicial por cultura de meristemas. O tratamento térmico de
toletes para formacao de viveiros possui algumas limitacbes que desestimulam os
produtores a utilizarem-no, tais como: custo dos equipamentos e da méo-de-obra,
perdas de gemas que ocasionam falhas na germinagéo, além do que a eficiéncia
de controle ndo alcanc¢a 100% (Damann e Benda, 1983; Matsuoka, 1984).

Acredita-se que em muitas regides produtoras do Brasil, como o Nordeste,
o litoral norte-fluminense e capixaba, o raquitismo da soqueira seja doenca
importante, pois os sintomas agravam-se com o déficit hidrico. Nestas regides,
variedades resistentes ou tolerantes a doenca sao desconhecidas. Ademais,
variedades modernas, descritas como resistentes ao RSD em sua regido de
origem, podem ser suscetiveis em outras regides, onde o déficit hidrico é
pronunciado. O levantamento da incidéncia do RSD em areas de multiplicagao da
regido canavieira da regido do Espirito Santo, Oeste Mineiro e Sul da Bahia é
importante para indicar as variedades mais atacadas bem como direcionar
medidas de controle, tais como a limpeza clonal, a reforma de canaviais
altamente contaminados, e a escolha de talhdes e areas de multiplicagao livres da
doenca ou com baixo indice de contaminagdo diminuindo significativamente

perdas na produtividade.



Apesar da importdncia mundial, ndo existem estudos envolvendo a
determinacdo de métodos de amostragem para quantificagdo do raquitismo da
soqueira no campo. Para detecgdo do patdégeno, entretanto, ndo ha um padrao
definido de amostragem de colmos, independente do método de detecgéo
empregado. No presente trabalho propds-se determinar estatisticamente um
plano de amostragem bem como um nivel minimo de colmos a serem coletados

para detecgao soroldgica de Lxx em areas de multiplicacdo de cana-de-agucar.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Etiologia

Steindl, na safra de 1944-45, em Queensland, na Australia, apés uma
primavera bastante seca observou que canaviais da variedade Q28 tiveram
péssimo desenvolvimento das socas quando comparados com socas adjacentes
da mesma variedade. Embora havia indicagdes de que um patégeno poderia
estar associado, a auséncia de sintoma externo especifico dificultou os estudos.
Somente em 1949, é que se obtiveram resultados experimentais indicando que
um patdégeno transmissivel era responsavel por essa doenca (Steindl, 1961).

Em Campos dos Goytacazes - RJ, Frederico Veiga, em 1956, encontrando
plantas suspeitas em lote de variedades importadas, concluiu estar diante do
raquitismo da soqueira (RSD), quando inoculou extrato do xilema daquelas canas
supostamente doentes em variedades locais (Veiga, 1956).

Inicialmente considerava-se que o agente causal do RSD era um virus
(Steindl, 1961; Matsuoka, 1971). Isto, porque ndo se conseguia isolar o agente
causal em meio axénico e também porque a doenca era facilmente disseminada
mecanicamente, via instrumentos de corte.

Gillaspie et al., em 1973 visualizaram células bacterianas em extrato do
xilema extraido de canas contaminadas, em microscopio de contraste de fase.
Posteriormente, na década de 1980, Davis e colaboradores conseguiram isolar

pela primeira vez em meio axénico uma bactéria associada ao raquitismo da



soqueira. Os testes de patogenicidade foram feitos com oito isolados da bactéria
em cultura pura provenientes de colmos de cana-de-agucar doentes de diferentes
regides: Brasil, Japdo, Estados Unidos e Africa do Sul. Todos os oitos isolados
causaram sintomas de RSD em plantas da variedade CP 44-101 e foram
reisolados posteriormente. A bactéria associada ao RSD foi classificada no grupo
das bactérias corineformes, sendo a espécie, Clavibacter xyli subsp. xyli, que é
gram positiva, fastidiosa, ndo forma enddsporos, aerdbica obrigatoria, nédo possui
flagelos (atriquia), as células bacterianas sao bastonetes retos ou ligeiramente
curvos (pleomorficas), medindo 0,25-0,35 x 1-4 ym. Quando cultivada em meio
SC (Soybean Corn), produz apés 14 dias de cultivo sob temperatura de 30°C,
coldénias minusculas e translucidas, com diametro variando entre 0,1 a 0,3 mm
(Davis et al.,1984).

2.2. Diagnose

Um dos maiores problemas para as pesquisas com raquitismo da soqueira,
Ou mesmo para se avaliar a sanidade das mudas de cana-de-agucar em areas de
multiplicagdo, por muitos anos, foi a falta de um método para diagndstico preciso
da doenca, uma vez que os sintomas ndo sao especificos, os quais podem ser
evidenciados em algumas variedades suscetiveis em épocas com déficit hidrico
(Sanguino et al., 1984). Sintomas externos sdao observados em anos de seca,
quando o desenvolvimento da planta é prejudicado pela deficiéncia hidrica,
observando-se assim colmos finos, poucos perfilhos, internédios curtos e
sintomas de deficiéncia hidrica. Assim, nas pesquisas sao necessarios métodos
para diagnosticar a doenga, dentre os quais existem aqueles envolvendo
observacdes da bactéria por meio de microscopia de contraste de fase (Steindl,
1976), técnicas sorologicas (Gillaspie, 1978) e Reacéo de Polimerase em Cadeia
- PCR (Pan et al., 1998).



2.2.1. Métodos de deteccao do patégeno

A utilizacdo de plantas indicadoras (Matsuoka, 1972) € um método que
consiste em inocular extratos de cana-de-agucar suspeita de estarem
contaminados com L. xyli subsp. xyli, em plantas como o Capim Elefante
(Penninsetum purpureum Schum), o qual apresentara sintomas internos se
infectado. Betti et al. (1980), apontou uma provavel interferéncia de agentes nao
relacionados com o RSD na diagnose através do teste com capim-elefante, além
disto o inconveniente da utilizacdo deste método é o fato de os sintomas
aparecerem 20 a 30 dias apds a inoculagdo, o que inviabilizou seu uso
rotineiramente.

Valarini e Tokeshi (1981a), desenvolveram um método para determinar a
resisténcia ao RSD através da determinagao do fluxo de agua em colmos sadios
e doentes de cana-de-agucar. Mas, verificaram que alguns fatores como pressao
de vacuo, posicoes do né no colmo e dias de armazenamento dos colmos
interferem na avaliagcdo de resisténcia ao RSD por este método (Valarini e
Tokeshi 1981b).

Para Chagas e Tokeshi (1988, 1994), a precisao do método de Coloragao do
Xilema pelo Fluxo Transpiratorio pode ser aplicado na selegcao de variedades
resistentes ao raquitismo da soqueira. Este método consiste na utilizagao do fluxo
transpiratério natural do colmo para promover a translocagdo de uma solugao
corante a base de Safranina-O, para avaliacdo do numero de vasos funcionais
(coloridos) no colmo. Pérez et al. (2001), utilizaram este método para avaliar a
sanidade de cultivares de cana-de-acucar e encontraram boa correlagdo entre
peso de colmos e percentagem de vasos funcionais para colmos tratados e
inoculados.

A autofluorescéncia de vasos do metaxilema (Damann, 1988), € um método
que avalia a presencga da bactéria pela autofluorescéncia ou ndo da parede do
metaxilema, apos se¢bes do colmo serem tratados com 0,1 M Tris (tris
[hydroxymethil] aminomethane) e observadas sob microscopio de fluorescéncia.
Guzman e Victoria (1993) observaram que, em algumas variedades, houve
autofluorescéncia do metaxilema sem que a presenca da bactéria fosse detectada

pelos métodos de imunofluorescéncia e microscopia de contraste de fase.



Para fins de levantamento e monitoramento do RSD, os métodos citados
apresentam inconvenientes que restringem sua utilizagdo rotineira: a)como
sintomas e respostas inespecificas da planta, b) os resultados podem ser
demorados, f) os sintomas e respostas sé séo verificados sob altos niveis de
infeccdo e g) colonizagdo dos colmos pela bactéria e os testes tém que ser
realizados logo que se faz a coleta das amostras.

Atualmente métodos baseados na detecgdo especifica do patégeno no
extrato do xilema da cana-de-acucar, sdo os mais utilizados. Com estes pode-se
estimar a quantidade de bactéria no extrato e as amostras depois de coletadas,
pode ser estocada para posterior avaliacdo, sem comprometimento do resultado
final.

A microscopia de contraste de fase ou de campo escuro (Gillaspie et al.,
1976), consiste na observacdo direta do extrato de cana-de-agucar. E uma
técnica rapida e barata, mas a bactéria s6 € detectada sob altos niveis de
infeccdo (superiores a 10° células ml”" de extrato).

Pelo isolamento em meio de cultura (Davis et al., 1980), as colénias s&o
observadas apods 14 dias de incubagdo. Devido a esta demora na obtencao de
resultados, o método por ser muito trabalhoso e apresentar alta frequéncia de
contaminagdes, nao € utilizado na detecgdo do patégeno para fins de
levantamento.

A técnica de ELISA (Enzyme Linked Imunosorbent Assay), consiste em fixar
a bactéria a partir da adigdo do extrato de cana-de-agucar em cavidades de
placas de poliestireno, previamente cobertos por anticorpos especificos e fixados.
Apos lavagem, adiciona-se o anticorpo especifico ligado a enzima (fosfatase
alcalina) e, apds nova lavagem, adiciona-se uma solugéo cuja coloragéo pode ser
alterada pela enzima. Na presencga da bactéria no extrato, ocorrera sua fixacéo na
placa, bem como a fixacdo da enzima ligada ao anticorpo que promovera a
alteracao de cor da solugao. Gillaspie e Harris (1979), encontraram problemas na
utilizagcado de ELISA em seus trabalhos, relatando baixa sensibilidade, e resultados
inconsistentes na detecgdo de L. xyli subsp. xyli em cana-de-agucar. Assim,
embora a técnica seja rapida, ela apresenta custo alto e gera resultados falso-
positivos.

A técnica de Dot Blot EIA (dot blot enzyme immunoassay) consiste em fixar o

extrato de cana-de-agucar em membrana de nitrocelulose, e incuba-la com



anticorpo especifico contra a bactéria (L. xyli subsp. xyli). Faz-se lavagens e em
seguida incuba-se com anticorpo especifico conjugado com a enzima fosfatase
alcalina ou peroxidase. Apos novas lavagens, a membrana € submetida a uma
solucédo indicadora, que contém o substrato da enzima. Na presenca da bactéria
obter-se-a mudanga de coloragdo nos locais onde a seiva foi fixada (Harrison e
Davis, 1986). A intensidade da cor é proporcional ao numero de bactérias
presentes na amostra. O nivel de detecgdo deste método foi estimado em 2 x 10°
células bacterianas/ml. Esta técnica é barata e apresenta como vantagem o fato
da leitura dos resultados ser rapida e direta, sem a necessidade de equipamentos
especiais. Apesar da técnica ser pouco sensivel comparada a imunofluorescencia
e ao PCR, ela é suficientemente sensivel para orientar a necessidade do
tratamento térmico do material propagativo (Carneiro et al., 2004b).

Outra técnica sorologica € o TB-EIA (Tissue Blot enzyme immunoassay)
(Harrison & Davis, 1988), similar ao método de Dot Blot EIA. A diferenga é que a
seiva é extraida diretamente por centrifugacdo de um cilindro do colmo sobre a
membrana de nitrocelulose, imprimindo-se nesta, em baixo relevo, os vasos do
metaxilema. Esta técnica vem sendo usada para avaliar a resisténcia de
variedades com base no percentual de vasos colonizados (Davis et al., 1994;
Comstock et al., 1996; Comstock et al., 1997; Miller et al, 2002; Ros, 2004).

Pan et al. (1998), publicaram protocolo para deteccédo de L. xyli subsp. xyli
para técnica de PCR (Reagcdo de Polimerase em Cadeia). Esta técnica é
altamente sensivel para detecc¢ao da bactéria.

Além das técnicas descritas para diagnose de RSD pode-se citar a
Imunofluoréscencia que, de acordo com Guzman e Victoria (1993), apresenta
maior sensibilidade de detecgdo que microscopia de contraste e ensaio sorolégico
EB-EIA (Evaporative-Binding Enzyme-Linked Immunoassay) usado para diagnose

e selecao de variedades resistentes.

2.3. Levantamentos da incidéncia de L. xyli subsp. xyli em plantios

comerciais de cana-de-agucar

O levantamento realizado na Colébmbia, em 1982 abrangeu uma area

correspondente a 10% da area cultivada no Vale Geografico do Rio Cauca,
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abrangendo diferentes engenhos. Foi encontrada incidéncia média de 38,9%, por
meio de sintomas internos, coincidindo baixa incidéncia para aqueles locais onde
se realizava tratamento térmico e alta para locais onde nao se realizava nenhum
método de controle. A partir de 1985, nesta mesma regido comegou-se a prestar
servi¢co de diagnostico de RSD utilizando técnicas de microscopia de contraste de
fase e autofluorescéncia. A partir de entdo, notou-se um decréscimo notavel na
percentagem de incidéncia de L. xyli subsp. xyli em todas as variedades. Em
1985, observou-se até 80% de incidéncia da bactéria em determinadas areas. Em
1990 a incidéncia ndo passou de 15% nas areas amostradas, o que indica o bom
controle realizado nas areas de multiplicagdo e a utilidade de se realizar um
acompanhamento fitossanitario da cultura (Guzman e Victoria, 1992).

Nos anos de 2000 e 2001, na regido de Tucuma, na Argentina, foi feito um
levantamento em nove variedades de cana-de-agucar, onde seis destas
(CP65357, TUC 77-42, TUC 72-16, NA 63-90 e FAM 81-77) ocupam 92% da area
cultivada com cana-de-agucar. A analise foi realizada por meio da técnica
sorologica “Tissue Blot Immuno Assay”. Para a variedade CP 65357 todas as
localidades amostradas nos dois anos estavam infectadas com uma incidéncia
média de 81,7% para o primeiro ano e 73,9% para o segundo ano. Ja para a
variedade TUC 77-42, 50% das localidades apresentaram incidéncia média de
53,7% e 66,3% nos dois anos (Rago et al., 2002).

No Sul da Africa em 1998, aproximadamente 12% dos campos comerciais de
cana-de-acgucar apresentaram algum nivel de incidéncia de RSD (Bailey, 1999).
Jiménez e Fernandez (1987) avaliaram 260 amostras de cana-de-agucar de seis
zonas canavieiras da Costa Rica pela técnica de microscopia de contraste de
fases e verificaram a presenca da bactéria L. xyli subsp. xyli em todas as regioes
amostradas com indices de incidéncia de até 77%.

No Brasil constataram-se altos indices de incidéncia de Lxx em cana-planta,
nas variedades SP 77-5181 (52%) e SP 79-1011 (18%), no Estado do
Pernambuco, SP 70-1143 (12%) e SP 79-1011 (11%) no Rio Grande do Norte,

analisadas pela técnica de Dot Blot EIA.
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2.4. Amostragem de doencgas

A amostragem é uma das mais importantes atividades no estudo de
epidemias de doencas de plantas. Com um plano de amostragem adequado,
estimativas representativas das caracteristicas da epidemia podem ser obtidas
por um custo reduzido, com a maior exatidao e precisdo possivel (Campbell e
Madden, 1990).

As principais técnicas utilizadas na amostragem de plantas para avaliagao de
doencas incluem amostragem ao acaso, sistematica, estratificada e sequencial
(Amorin, 1995). Levando-se em consideragdo as caracteristicas da cultura de
cana-de-agucar, torna-se dificil adotar alguma destas técnicas de amostragem,
pois a coleta de material para se fazer analises em areas de multiplicacao é feita
em canaviais que nao passam pelo processo de queima, uma vez que sera usada
como material propagativo, o caminhamento na area total dos talhdes € inviavel.
Referéncias a respeito do numero de amostras a serem coletadas e
procedimentos de entrada no talhdo de cana-de-agucar para levantamento da
incidéncia de Leifsonia xyli subsp. xyli s&o escassas, sendo definidas
arbitrariamente, a critério do investigador.

Guzman e Victoria (1992), relatam que para talhdes com menos de 3 ha de cana-
de-agucar deve-se coletar 20 colmos aleatoriamente para analises de incidéncia
de RSD. Em levantamento da incidéncia de RSD utilizando a técnica sorolégica
TBIA em campos de cultivo de cana-de-agucar na Flérida, para cada 16,2 ha
coletaram-se 30 colmos aleatoriamente (Comstock et al., 1997). Ja o Centro de
Tecnologia COPERSUCAR recomenda coletar 100 colmos ao acaso por talhdo,
independente da extensao deste, que na cultura da cana-de-agucar, pode variar

entre um e dez hectares.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Levantamento da incidéncia de Leifsonia xyli subsp. xyli

Este levantamento foi realizado em areas de multiplicacdo de cana-de-
acgucar de usinas instaladas na regido Norte do Espirito Santo, Oeste Mineiro.
Foram amostradas areas com canas em idade minima de nove meses apés o
ultimo corte, das quais obtém-se material propagativo para plantios comerciais.
No levantamento, priorizaram-se cultivares mais importantes e plantados em cada
usina e na regiao (Tabela 1).

A coleta das amostras foi realizada em dois anos consecutivos, sendo
aproximadamente 4000 amostras em 2003 e 2000 amostras em 2004, em
diferentes talhdes.

No Espirito Santo as amostragens foram feitas em areas de trés usinas, e

em Minas Gerais em uma usina, incluindo areas de multiplicagdo no Sul da Bahia.
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Tabela 1: Relacdo de variedades amostradas para avaliagao de incidéncia
de L. xyli subsp. xyli

VARIEDADE VARIEDADE VARIEDADE VARIEDADE
RB72454  RB 855595 RB92579  gp 83.5073
RB 758540 RB 858927 RB 928064 SP 87-396
RB 765418 RB 855453 SP 71-6959 SP 90-3414
RB 838089 RB 855536 SP 71-1406 SP 90-3723
RB 835486 RB 855463 SP 79-1011 SP 90-1638
RB 835054 RB 855113 SP 80-1816 SP 91-1049
RB 845257 RB 855546 SP 80-1842 |IACSP93-6006
RB 845210 RB 865230 SP 81-3250
RB 855035 RB 867515 SP 83-2843

3.2. Procedimento e intensidade da amostragem

Em vista da diferenga de tamanho dos talhdes, em areas com menos de
cinco hectares coletaram-se 45 amostras e em talhbes com areas entre cinco e
dez hectares coletaram-se 90 amostras.

Os amostradores entraram nas linhas de plantio de cana-de-agucar
espacada, de 5 em 5 ou de 10 em 10 linhas dependendo do tamanho e forma do
talhdo. Ao entrar na linha, percorreram uma distancia de 50 a 100 metros e
retornaram coletando, a cada 10 metros, o colmo mais velho da touceira
amostrada (colmos sem qualquer injuria ou doenca visivel), cortando-o rente ao
solo. Os colmos foram limpos e cortados na altura do quarto internédio basal,

amarrados, identificados, ensacados e levados ao laboratério.

3.3. Extracao de seiva
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Para extracdo da seiva do xilema foram utilizados segmentos do segundo
ou terceiro internddios basais, retirando-se com auxilio de um furador de rolhas,
um cilindro de um centimetro de didmetro e 10 cm de comprimento da regiao
central de cada colmo. Os cilindros foram cortados com 1cm de comprimento e
acondicionados em tubos plasticos de microcentrifuga de 1,5 ml, centrifugados
por 2 minutos, a 30.000 g (13.000 rpm na microcentrifuga FANEM® - mod. 243) e

o extrato resultante foi armazenado a -20°C (Carneiro et al., 2003).

3.4. Ensaio sorolégico

Nos ensaios soroldgicos foi utilizada a técnica de Dot Blot EIA (“Dot Blot
Enzyme Immunoassay”, Harisson e Davis, 1986 modificado conforme Carneiro et
al., 2004b). Utilizou-se anticorpo policlonal especifico contra Leifsonia xyli subsp.
xyli disponivel no Laboratério de Entomologia e Fitopatologia da UENF, produzido
e testado por Carneiro et al., (2004b).

Antes da fixagdo dos extratos na membrana de nitrocelulose 0,2 micron, os
mesmos foram descongelados a temperatura ambiente. Cada membrana recebeu
um total de 88 amostras, sendo que quatro destas referem-se a padrées de
comparacgao e o restante as amostras de cada talhdo. Os padrbes consistiram de
suspensdo de bactérias L. xyli subsp. xyli pura, seiva de cana doente cuja
presenga da bactéria foi confirmada em ensaio sorologico prévio, seiva de cana
doente diluida 10 vezes em agua destilada e seiva de cana filtrada em filtro
milipore de 9 um (padrao negativo).

O ensaio sorologico iniciou-se com a hidratacdo da membrana de
nitrocelulose (Sigma®) em agua ultra pura, por 10 min. Sob vacuo, foi aplicada na
membrana 10 yl de cada amostra. Em seguida, bloqueou-se a membrana por 60
min em solugédo tampao TS (Tris 100mM, NaCl 1,5 M, Tween-20 0,5% pH 7,4)
com 0,3% de leite desnatado em p6 (Molico®). Apds, a membrana foi lavada em
solugédo TS, por trés vezes, durante 10 min cada. Apds a lavagem a membrana foi
incubada por 60 min em solugdo do antissoro diluido (1: 20.000 em tampao TS
com 0,1% de leite). Apos esse periodo, lavou-se a membrana em tampao TS, por
trés vezes, durante 10 min cada. Em seguida a membrana foi incubada por 120

min na presenca de anticorpo de cabra contra IgG de coelho, conjugado a
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fosfatase-alcalina (Sigma Chemical Co. ®), diluido 1: 2.000 em solugéo tamp&o TS
com 0,1% de leite em p6. A membrana foi, entdo, lavada por trés vezes em
solugdo TS e por 10 minutos em solugao tampéao fosfato 1M salino (NaCl 0,8%).
O processo sorologico foi finalizado incubando-se (sob agitagdo a 60 rpm e no
escuro) a membrana por 15 min em solugéo reveladora (Napthol-as-phosphate
0,3g, N, N Dimethyl formamide 5ml, Tris-base 24g, Fast blue 0,1g, pH 9,1). Apds
a incubacgao, a membrana foi lavada por 30 min em solucdo de Hipoclorito de
soédio 2% (v/v) para remogao de manchas residuais. Todo o processo soroldgico
foi conduzido sob agitacao (60 rpm), a temperatura ambiente.

As analises estatisticas (intervalos de confianca) dos resultados obtidos
foram efetuadas com auxilio do programa SAEG (Sistema de Analises
Estatisticas e Genéticas, Vigosa, UFV, 1997).

3.5. Teste de amostragem para estudo da distribuicdo espacial da doencga e

determinacao do tamanho de amostra

Visando otimizar a coleta de amostras, foram realizados ensaios para se
determinar o melhor esquema amostral e o0 numero minimo de colmos a serem
coletados em areas de cana-de-agucar com diferentes incidéncias de doenca,
bem como se avaliou o arranjo espacial da doenga no campo (se agregado ou
aleatorio).

No municipio de Campos dos Goytacazes-RJ foram selecionados quatro
talhdes plantados com a variedade SP 80-1842 e medindo cerca de 8 ha cada e
com diferentes incidéncias da bactéria L. xyli subsp. xyli verificadas previamente.
Na coleta das amostras nos talhdes entrava-se em 8 linhas de plantio de cada
talhdo e se coletavam-se sequencialmente 42 amostras em cada linha (1
colmo/touceira ou metro). Cada amostra foi numerada de acordo com a linha de
plantio amostrada e com a ordem em que foi coletada.

No laboratdrio foi feita a extragdo da seiva por centrifugacao e a deteccao
soroldgica da bactéria, seguindo protocolo ja descrito.

A partir da caracterizagdo das plantas soro positivas e negativas em cada

linha amostrada, determinou-se os arranjos espaciais das plantas doentes para os
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quatro talhdes amostrados de acordo com a analise de “Ordinary runs”, descrita
por Madden et al., 1982 (citado por Campbell e Madden, 1990).

Para determinagdo da intensidade de amostras a serem coletadas, utilizou-
se o método grafico a partir do calculo de médias e desvios, segundo Kranz, 1998
(citado por Campbell e Madden, 1990). Para isso, efetuou-se simulagbes em
computador, combinando-se os dados para uma, duas até quatro entradas,
evitando-se a repeticdo de dados, para o calculo de médias e desvios.
Posteriormente, repetiram-se os calculos, simulando-se a coleta de amostras nas
linhas, reduzindo-se o caminhamento pela metade (21 amostras/entrada) e
alternando-se as amostras (1 coleta para cada 2 metros ou 2 touceiras). Também,
foi calculado o numero de linhas de plantio a ser amostrado baseado no
coeficiente de variacdo da média e em probabilidade conforme os modelos de

distribuigcdo de Poisson (Campbell e Madden, 1990).
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4. RESULTADOS

4.1. Levantamento da incidéncia de Leifsonia xyli subsp. xyli nos anos de
2003 e 2004

No periodo compreendido entre agosto e outubro de 2003, foram
amostrados 333,26 ha em areas de multiplicagdo de cana-de-agucar de
diferentes cortes, em 64 talhdes de onde se obtiveram aproximadamente 4000
amostras que foram analisadas pelo teste sorolégico “Dot Blot”. Verificou-se que
65,62% destes talhdes ou 213,53 ha contém plantas infectadas pela bactéria L.
xyli subsp. xyli (Lxx). A bactéria foi detectada em todas as regides amostradas do
Norte do Espirito Santo, Oeste de Minas Gerais e Sul da Bahia (Tabela 2).

No municipio de Linhares-ES, das 882 amostras retiradas, 6,46%
apresentaram reacgdes positivas a Lxx e um talhdo da variedade SP 80-1842
apresentou a maior incidéncia (30,95%), entre as variedades analisadas neste
municipio (Tabela 2). Das 1889 amostras coletadas no municipio de Concei¢ao
da Barra - ES, 6,14% apresentaram reagdes positivas a Lxx. As variedades RB
85 5035 e SP 80-1842 apresentaram a maior incidéncia, 42,85% e 38%,
respectivamente (Tabela 2).

A bactéria Lxx foi diagnosticada tanto em areas de multiplicagdo de cana-
planta quanto em cana soca. Em 2003, cerca de 47% dos talhdes amostrados

foram de cana-planta e nestes a incidéncia variou de zero a 34,2%. Observou-se
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que a incidéncia média geral aumentou de cana planta (4,8%) para a cana de
quinto corte (10,3%) (Figura 1).

Tabela 2: Variedades amostradas para diagnose do raquitismo da soqueira da
cana-de-agucar mediante deteccdo do patdégeno em extrato de seiva
do xilema, corte, local de coleta e incidéncia de L. xyli subsp. xyli nos

colmos por talhao

ac:l?aggo Amostra Local Area (ha) Corte Variedade *IC %

2003 1 Linhares — ES 12,43 Planta SP 80-1842 NI
2003 2 Linhares — ES 4,34 Planta SP 81-3250 NI
2003 3 Linhares — ES 1,32 Planta RB 83 5054 NI
2003 4 Linhares — ES 1,57 Planta RB 83 5486 11,90+10,16
2003 5 Linhares — ES 4,50 Planta RB 85 5595 11,90+£10,16
2003 6 Linhares — ES 0,50 Planta SP 71-6959 11,90+10,16
2003 7 Linhares — ES 3,00 Planta RB 85 5546 19,05+12,33
2003 8 Linhares — ES 6,27 Planta RB 75 8540 NI
2003 9 Linhares — ES 5,06 Planta RB 85 5035 NI
2003 10 Linhares — ES 9,00 Planta RB 86 5230 1,19%£2,37
2003 11 Linhares — ES 3,40 Planta RB 85 5453 NI
2003 12 Linhares — ES 8,75 5° corte RB 72 454 11,90+7,07
2003 13 Linhares — ES 2,80 5° corte RB 76 5418 7,148,08
2003 14 Linhares — ES 4,00 3° corte SP 79-1011 8,3316,08
2003 15 Linhares — ES 2,90 3° corte SP 80-1842 30,95%+14,51
2003 16 Conceigdo da Barra— ES 4,56 1° corte SP 70-1406 NI
2003 17 Conceigdo da Barra— ES 6,00 1° corte RB 85 5536 1,19%2,37
2003 18 Conceigao da Barra— ES 6,42 1° corte RB 83 5486 NI
2003 19 Conceigao da Barra— ES 3,00 1° corte SP 80-1816 19,04+12,33
2003 20 Conceigao da Barra— ES 3,94 2° corte RB 85 5035 42,85%15,53
2003 21 Conceigdo da Barra— ES 7,82 1° corte RB 75 8540 1,19%2,37
2003 22 Conceigdo da Barra— ES 412 2° corte SP 79-1011 NI
2003 23 Conceigao da Barra— ES 4,30 2° corte SP 79-1011 2,44%4 95
2003 24 Conceigao da Barra— ES 6,03 Planta RB 72 454 NI
2003 25 Conceigdo da Barra— ES 2,15 2° corte RB 72 454 14,28+10,98
2003 26 Conceigdo da Barra— ES 3,15 Planta SP 70-1406 19,04+12,33
2003 27 Conceigdo da Barra— ES 7,32 1° corte SP 80-1842 38,00%+10,61
2003 28 Conceigao da Barra— ES 8,55 1° corte SP 80-1816 7,14%5,62
2003 29 Conceigao da Barra - ES 9,08 1° corte SP 80-1842 NI
2003 30 Conceigdo da Barra— ES 6,93 2° corte RB 83 5486 3,57%4,05
2003 31 Conceigdo da Barra— ES 6,83 1° corte SP 71-1406 NI
2003 32 Conceigao da Barra - ES 0,69 2° corte RB 72 454 NI
2003 33 Conceigao da Barra — ES 6,32 1° corte RB 85 5113 NI
2003 34 Conceigao da Barra— ES 4,72 Planta RB 72 454 NI
2003 35 Conceigdo da Barra— ES 6,98 3° corte RB 83 5486 1,19%2,37
2003 36 Conceigdo da Barra— ES 8,08 2° corte RB 83 5089 4,7616,68
2003 37 Conceigao da Barra— ES 7,03 2° corte RB 83 5089 7,14%8,08




Tabela 2, Cont.

Ano de

Area

avaliagio Amostra Local (ha) Corte Variedade *IC %
2003 38 Conceigdo da Barra— ES 2,58 2° corte SP 80-1842 7,1418,08
2003 39 Conceigdo da Barra— ES 2,60 2° corte SP 80-1842 4,76+6,68
2003 40 Conceigao da Barra — ES 4,23 2° corte SP 80-1842 26,19%+13,80
2003 41 Conceigao da Barra— ES 4,42 2° corte SP 80-1842 2,38+4,78
2003 42 Conceigao da Barra— ES 4,42 2° corte SP 80-1842 NI
2003 43 Conceigdo da Barra— ES 2,59 2° corte SP 80-1842 2,38%4,78
2003 44 Conceigdo da Barra— ES 10,00 2° corte RB 72 454 1,19%+2,37
2003 45 Conceigao da Barra— ES 9,94 2° corte RB 72 454 NI
2003 46 Conceigao da Barra— ES 4,43 Planta IACSP93-606 9,52+9,21
2003 47 Conceigao da Barra— ES 5,50 Planta IACSP 93 606 2,38+4,78
2003 48 Lagedao — BA 6,16 Planta SP 71-1406 3,6%4,05
2003 49 Lagedao — BA 6,18 Planta SP 71-1406 NI
2003 50 Serra dos Aimorés — MG 4,76 Planta RB 72 454 11,9%10,16
2003 51 Serra dos Aimorés — MG 3,89 Planta SP 79-1011 34,2+15,22
2003 52 Mucuri — BA 4,98 2° corte SP 79-1011 16,7+11,70
2003 53 Mucuri — BA 7,18 Planta RB 85 5113 1,20%2,37
2003 54 Mucuri — BA 6,84 Planta RB 72 454 1,20%2,37
2003 55 Mucuri — BA 1,64 2° corte SP 71-1406 NI
2003 56 Mucuri — BA 4,84 Planta RB 72 454 NI
2003 57 Mucuri — BA 4,68 Planta RB 85 5536 4,80+6,68
2003 58 Mucuri — BA 5,00 Planta RB 83 5486 26,20%+13,80
2003 59 Mucuri — BA 4,84 Planta RB 855113 9,52+9,21
2003 60 Ibirapud — BA 6,72 1° corte RB 72 454 NI
2003 61 Nova Vigosa — BA 4,14 Planta SP 71-1406 2,70+5,49
2003 62 Nova Vigosa — BA 4,33 Planta SP 71-1406 2,56+5,20
2003 63 Nova Vigosa — BA 5,09 Planta SP 71-1406 NI
2003 64 Nova Vigosa — BA 6,92 Planta SP 71-1406 1,20+2,37
2004 65 Linhares — ES 4,88 2°corte  RB 84 5210 NI
2004 66 Linhares — ES 4,04 2° corte SP 80-1842 NI
2004 67 Linhares — ES 9,45 Planta RB 86 7515 NI
2004 68 Linhares — ES 2,40 Planta RB 86 7515 NI
2004 69 Linhares — ES 4,51 1° corte RB 92 8064 9,5219,21
2004 70 Linhares — ES 9,40 Planta SP 81-3250 12,19%10,50
2004 71 Linhares — ES 12,51 2° corte RB 83 5486 30,95%14,51
2004 72 Linhares — ES 3,42 Planta SP 81-3250 NI
2004 73 Linhares — ES 5,41 2° corte SP 71-6959 30,95%14,51
2004 74 Linhares — ES 4,87 2° corte SP 80-1842 9,5219,21
2004 75 Linhares — ES 3,74 Planta RB 86 7515 27,5%14,51
2004 76 Conceigao da Barra- ES 717 3°corte  SP 80-1816 NI
2004 77 Conceigdo da Barra— ES 1,58 3° corte RB85 5536 NI
2004 78 Conceicao da Barra— ES 1,21 planta RB 928064 9,5219,21
2004 79 Conceigao da Barra— ES 0,10 planta SP 91-1049 9,52+9,21
2004 80 Conceicao da Barra— ES 1,34 planta RB 92 579 30,00+£14,90
2004 81 Conceigdo da Barra— ES 7,39 2° corte SP 71-1406 14,28+10,98
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Tabela 2, Cont.
ac:l?aggo Amostra Local Area (ha) Corte Variedade *IC %

2004 82 Conceigdo da Barra— ES 0,26 planta RB85 5463 9,52+9,21
2004 83 Conceigao da Barra — ES 7,61 planta SP81 3250 NI
2004 84 Conceigdo da Barra— ES 0,43 1° corte RB85 8927 4,7616,68
2004 85 Conceigao da Barra— ES 2,12 1° corte RB85 5113 4,7616,68
2004 86 Conceigao da Barra— ES 1,53 planta RB75 8540 NI
2004 87 Conceigado da Barra— ES 11,28 planta SP 83-2847 41,67%116,97
2004 88 Conceigao da Barra — ES 4,86 planta SP 83-5073 21,95+13,28
2004 89 Conceigao da Barra— ES 6,29 planta SP 80-1842 30,95+14,51
2004 90 Conceigao da Barra— ES 2,00 planta SP 87-396 21,43+12,88
2004 91 Conceigao da Barra— ES 9,00 planta SP 90-3414 36,58+15,46
2004 92 Conceigao da Barra — ES 9,00 planta SP 90-1638 19,05+12,33
2004 93 Conceigao da Barra — ES 1,30 planta SP 90-3723 14,28+10,98
2004 94 Conceigao da Barra— ES 8,42 planta RB 84 5257 33,33+14,80
2004 95 Conceigao da Barra— ES 8,61 planta RB 84 5257 26,19+13,80
2004 96 Conceigao da Barra — ES 14,28 planta RB 72 454 14,28+10,98
2004 97 Conceigdo da Barra— ES 8,10 planta SP 91 1049 9,52+9,21
2004 98 Mucuri — BA 6,16 1°corte  RB 83 5486 NI
2004 99 Mucuri — BA 5,14 1° corte SP 71 1406 NI
2004 100 Mucuri — BA 3,42 2° corte RB 72 454 2,38+4,78
2004 101 Mucuri — BA 3,65 2° corte RB 85 5113 NI
2004 102 Mucuri — BA 6,44 1° corte SP 79-1011 19,05%12,33
2004 103 Mucuri — BA 4,84 2° corte RB 72 454 NI
2004 104 Ibirapua — BA 6,23 planta RB 85 5113 59,52+15,41
2004 105 Ibirapua — BA 6,77 planta SP 79 1011 11,90+10,16
2004 106 Serra dos Aimorés — MG 4,01 2° corte RB 85 5536 9,5249,21
2004 107 Serra dos Aimorés — MG 6,52 2° corte SP 79-1011 16,67+11,70
2004 108 Serra dos Aimorés — MG 2,35 3° corte RB 85 5536 40,48%+15,41

*IC (%): incidéncia * intervalo de confianga considerando a = 5%.
NI: ndo incidéncia
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Figura 1: Distribuicdo da incidéncia média de L. xyli subsp. xyli por idade do
talhdo ou numero de colheitas (cortes) e respectivos intervalos de
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De agosto a outubro de 2004 foram amostrados 44 talhdes de areas de
multiplicagdo de cana-de-acucar de diferentes cortes que correspondem a
234,04 ha, situados nos municipios ja citados anteriormente, onde se obteve
aproximadamente 2000 amostras que foram analisadas pelo teste soroldgico
“Dot Blot’. Constatou-se que 70,45% dos talhdes ou 172,17 ha estavam
infectados com Lxx (Tabela 2).

No municipio de Linhares-ES foram coletadas 459 amostras e destas
10,89% apresentaram reacgao positiva a Lxx. No municipio de Conceicdo da
Barra - ES, a bactéria foi diagnosticada em 15,75% das 914 amostras coletadas.

As variedades com maiores incidéncias de Lxx nestas regides foram SP
83-2847, SP 90-3414 e RB 92 579, que apresentaram incidéncia de até 41,67%,
36,58% e 30%, respectivamente.

A média de incidéncia nas amostras dos municipios de Mucuri-BA,
Ibirapua-BA e Serra dos Aimorés-MG foram de 3,57%, 35,71% e 22,22%,
respectivamente.

As variedades com maior numero de talhdes analisados foram RB 72 454,
SP 81-3250, SP 80-1842, RB 86 7515, SP 79-1011, RB 85 5536 e RB 85 5113
com incidéncia de Lxx de até 59,52% em areas de cana-planta (Tabela 3). A
comparagao entre variedades quanto a incidéncia da doenca nao pode ser feita,
pois 0 numero de talhdes amostrados por variedade foi irregular e muitas vezes
insuficiente, o que poderia ser interpretado como um indicativo da suscetibilidade

das cultivares na regiéo.
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Tabela 3- Relagdo das variedades, numero de talhdes amostrados e incidéncia

média de L. xyli subsp. xyli por variedade

Variedade ac:l?aggo Amootrades MEDIA (%)  Variedade aCanl?aggo Amootrardos MEDIA (%)
RB72454 2003 11 3,50£1,35 RB 758540 2003 2 0,60%1,16
RB72454 2004 03 555¢4,01 RB758540 2004 01 NI
SP 80-1842 2003 10 11,54:2,68 IACSP 936006 2003 2 5,95£5,17
SP80-1842 2004 03 13,40:500 RB867515 2004 03 8,8745,02
SP 71-1406 2003 10 2,41$1,25  SP81-3250 2003 1 NI
SP 71-1406 2004 02 7444562  SP81-3250 2004 03 4,003,45
SP79-1011 2003 5 11,60£4,00 SP71-5069 2003 1 11,90£10,16
SP79-1011 2004 03 15,87+6,41  SP71-6959 2004 01 30,05:14,51
RB 835486 2003 5 6,00253 RB865230 2003 1 1,19£2,37
RB 855113 2003 3 2,38:207 RB855595 2003 1 11,90£10,16
RB 855113 2004 03 21424719 RB845257 2004 02 29,76:10,00
SP 80-1816 2003 2 11,11:551 RB855546 2003 1 19,05:12,33
SP 80-1816 2004 01 NI RB 835486 2004 02 15,47+7,90
RB 855536 2003 2 2,38£2,67 RB855453 2003 1 NI
RB 855536 2004 03 16,66:6,53 RB 928064 2004 02 9,5246,41
RB 855035 2003 2 14,28:6,13 RB 835054 2003 1 NI
RB 835089 2003 2 505¢517 RB765418 2003 1 7,1418,08
RB92579 2004 01  30,00£1490 RB858927 2004 01 4,7616,68
RB 845210 2004 01 NI RB 855463 2004 01 9,5249,21
SP90-3723 2004 01  14,28£10,98 SP83-2843 2004 01  41,67£16,92
SP87-396 2004 01  214312,88 SP90-1638 2004 01  19,05:12,33
SP90-3414 2004 01  36,58+1546 SP83-5073 2004 01  21,95:13,28

*IC MEDIA (%): incidéncia média geral t intervalo de confianga considerando a = 5%.
NI: néo incidéncia

No ano de 2004 cerca de 54,54% dos talhdes amostrados foram de cana-

planta, nestes a incidéncia variou de zero a 59,52%, e observou-se maior

incidéncia média da bactéria Lxx em cana-planta em relagdao a 2003. Porém, nao

foram amostrados os mesmos talhdes e as mesmas variedades. Verificou-se

aumento da incidéncia em talhdes de 1° ao 3°corte (Figura 1).

4.2. Resultado do teste de amostragem e distribuicao espacial

raquitismo da soqueira em cana-de-agucar

de

Dos talhdes analisados previamente, selecionaram-se quatro da variedade

SP 80-1842, os quais apresentaram as incidéncias médias de Lxx de 13, 19, 23 e

28%.
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Aplicando-se a analise de “Ordinary Runs” (Madden, 1982 citado por
Campbell e Madden, 1990), em todos os quatro talhdes amostrados o arranjo
espacial da doenca foi predominantemente aleatério, independente da incidéncia
média do talhdo. Nos talhdes que apresentaram incidéncia de 19 e 28%, das 8
linhas de plantio amostradas, 5 destas apresentaram arranjo espacial aleatorio.
No talhdo com 13% de incidéncia de Lxx todas as linhas apresentaram arranjo
espacial da doenca aleatério. Ja o talhdo com 23% de incidéncia, 7 linhas de
plantio apresentaram arranjo espacial aleatério e 1 linha apresentou arranjo
agregado.

Na estimativa do tamanho ideal de amostras a serem coletadas para
quantificacdo de Lxx em talhdes de cana-de-acgucar, pelo teste sorologico “Dot
Blot”, verificou-se por meio da analise grafica para os trés caminhamentos
analisados (A: caminhando 42m e coletando uma amostra a cada um metro; B:
caminhando 21m e coletando uma amostra a cada metro; C: caminhando 21m e
coletando uma amostra a cada dois metros) que a estabilizagdo do desvio padréo
foi observada a partir de trés entradas ou caminhamentos, independente do

talhdo e da incidéncia (Figura 2).
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Figura 2: Efeito do tamanho da amostra na média e no desvio padrao da média
da incidéncia de colmos soropositivos para Leifsonia xyli subsp. xylfi, a
partir da analise de “Dot blot” de extratos de seiva do xilema de cana-
de-acgucar, utilizando-se antissoro policlonal nao-purificado. 1- talh&o
com 13% de incidéncia, 2- talhdo com 19% de incidéncia, 3- talhdo
com 23% de incidéncia, 4- talhdo com 28% de incidéncia (A:
caminhando-se 42m e coletando-se 1 amostra a cada 1m; B:
caminhando-se 21m e coletando-se 1 amostra a cada 2m; C:
caminhando-se 21m e coletando-se 1 amostra a cada 1m).
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Na estimativa do numero de linhas de plantio (entradas no talh&o) ideal

para quantificagdo da incidéncia de Lxx pelo teste sorolégico “Dot Blot”, verificou-

se que o numero de linhas de plantio a serem amostradas reduziu

significativamente com a elevagcdo do erro padrdo aceitavel/coeficiente de

variagao aceitavel, assim como o aumento da incidéncia média de Lxx (Tabela 4 e

5).

Tabela 4: Numero de entradas para amostragem de colmos para quantificagéo da

incidéncia da bactéria Lxx em cana-de-agucar por meio da detecgao
sorologica do patdégeno pela técnica de “dot blot”, para quatro talhdes
amostrados com niveis diferentes de incidéncia média. A confiabilidade
da amostragem foi definida nas formulas pelo coeficiente de variagcéo
(C)* e intervalo de confianca / erro padrao da média (D)**,
considerando 42 colmos avaliados por linha de plantio

s? 1 t(z /2)
Incidéncia N=—; N = = N=-2=
Média(%) xC . D'x
1%* 5%* 10%* 1%* 5%* 10%* 1%** 5%** 10%**
13 828 33 8 769 31 8 38877 1555 389
19 332 13 3 526 21 5 22800 912 228
23 132 5 1 424 17 4 10987 439 110
28 77 3 0,7 357 14 3 7736 309 77
Média | 342,25 13,5 3,17 519 20,75 5 20100 | 803,75 201

Ndmero de entradas no talhdo (N); variancia (s); incidéncia média de Lxx (x), citando Campbell e
Madden (1990).

* Coeficiente de variagao aceitavel (C)
**Erro padrao aceitavel (D)
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Tabela 5: Numero de entradas para amostragem de colmos para quantificagéo da

incidéncia da bactéria Lxx em cana-de-agucar por meio da detecgao
sorologica do patdégeno pela técnica de “dot blot”, para quatro talhdes
amostrados com niveis diferentes de incidéncia média. A confiabilidade
da amostragem foi definida nas formulas pelo coeficiente de variagcéo
(C)* e intervalo de confianca / erro padrao da média (D)**,
considerando 21 colmos avaliados por linha de plantio

2 2
S 1 t
Incidéncia N=—; N = =2 N=-12
Média(%) xC Y D'x
1%* 5%* 10%* 1%* 5%* 10%* 1%** 5%** 10%**
13 473 19 5 769 31 8 22215 889 222
19 360 14 4 526 21 5 24700 988 247
23 208 8 2 424 17 4 17265 691 173
28 230 9 2 357 14 3 23207 928 232
Média | 317,75 12,5 3,25 519 20,75 5 21846,75| 874 218,5

Ndmero de entradas no talhdo (N); variancia (s); incidéncia média de Lxx (x), citando Campbell e
Madden (1990).

* Coeficiente de variagao aceitavel (C)
**Erro padrao aceitavel (D)
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5. DISCUSSAO

Com o presente levantamento foi possivel fazer um diagndstico regional
quanto a prevaléncia da bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx), agente causal do
raquitismo da soqueira da cana-de-agucar em areas de multiplicacdo de cana do
Espirito Santo, Oeste Mineiro e Sul da Bahia.

Os elevados indices de incidéncia da bactéria Lxx verificados nos dois
anos de amostragem em areas de multiplicagdo de cana-de-agucar nas regioes
acima citadas, confirmaram que a bactéria encontra-se amplamente disseminada
nestas regides. Apesar de ndo haver registros anteriores da incidéncia da bactéria
Lxx na regido de abrangéncia do levantamento, estes resultados eram esperados,
devido a uma série de fatores, tais como desuso de medidas fitossanitarias
recomendadas para o controle, como exemplo o sistema de tratamento térmico
para producdo de mudas sadias que era rotineiramente utilizado na década de 80
e intercambio de material propagativo com outros Estados.

Observou-se, no geral, que a incidéncia de Lxx foi maior em 2004 que em
2003. De todo modo, a prevaléncia e a incidéncia foram altas nos dois anos,
evidenciando-se que o raquitismo da soqueira nao tem sido controlado, quer seja
pela produgdo de mudas sadias, desinfecgdo de ferramentas de corte ou
tratamento térmico.

A maior parte das mudas utilizadas na regiao litoranea provém de plantios
comerciais ou areas de multiplicagdo, muitas das quais, como consta no

levantamento, apresentam alta incidéncia de raquitismo, mesmo em cana-planta



29

(minimo de 1,19% e maximo de 59,52%, considerando os dois anos de
levantamento). Como canaviais comerciais estdo sendo reformados ou
implantados com elevada contaminagéo, perdas significativas na produtividade
devido ao RSD podem vir a ocorrer em anos de estiagem prolongada.

As variedades que tiveram maior numero de talhdes amostrados no ano
de 2003 foram SP 79-1011 (IC=11,6%), SP 80-1842 (IC=11,54%), RB 72454
(1C=3,5%), RB 835486 (IC=6%) e SP 71-1406 (IC=2,41%), as quais, sdo as mais
plantadas nas regides de abrangéncia do levantamento. J4 no ano de 2004 as
variedades mais analisadas foram RB 72454 (1C=5,5%), SP 80-1842
(1C=13,49%), SP 81-3250 (IC=4%), SP 79-1011 (IC=15,87%), RB 855536
(1C=16,66%), RB 855538 (IC=21,42%) e RB 867515 (IC=8,87%).

Ros (2004), avaliando a resisténcia de variedades de cana-de-agucar ao
raquitismo da soqueira com base na taxa de colonizacdo dos colmos por Lxx, em
condi¢cdes de casa-de-vegetagcao, mostrou que as variedades SP 80-1842 e SP
81-3250 apresentaram nivel de resisténcia intermediario. Sanguino (1993),
avaliando a reacao de variedades de cana-de-acucar em condi¢gdes de campo
por trés cortes, no Estado de Sao Paulo, observou que a variedade SP 71-1406
apresentou altas taxas de infeccdo, mas foi considerada tolerante a presencga da
bactéria.

A equipe de Fitopatologia da Estagdo Experimental de cana-de-agucar do
Carpina (EECAC), em trabalhos desenvolvidos na regiao Nordeste do pais
utilizando-se do teste sorolégico “Dot Blot” encontraram na variedade SP 79-
1011 altos indices de incidéncia de Lxx 11 e 18% no Estado do Rio Grande do
Norte e Pernambuco, respectivamente (Chaves et al.,, 2002). Ros (2004)
considerou esta variedade suscetivel a Lxx e neste levantamento foram
detectados indices de até 34% de incidéncia de Lxx. Levando-se em
consideragao que tanto a densidade populacional (Davis et al 1988) como a
disseminagao do RSD no campo (Damann, 1992) apresentam correlagao direta
com suscetibilidade, podemos entdo considerar esta variedade como suscetivel,
nao podendo afirmar quanto a sua tolerancia, pois, além de apresentar alta
incidéncia, em diferentes regides, permite alta multiplicacdo do patdégeno.

Todavia a variedade SP 71-1406, relatada por Tokeshi (1997) como
resistente a Lxx no Estado de Sao Paulo, apresentou incidéncia de Lxx de até

14% na regiao de abrangéncia do presente levantamento. Sabe-se que a cana-
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de-agucar desenvolveu naturalmente, ao longo de sua evolugdo, a resisténcia
horizontal para a maioria das suas doengas (Matsuoka et al., 1999) e que o
ambiente nas variedades comerciais tem capital importancia no comportamento
produtivo. Esta talvez seja a causa da produtividade média regional estar abaixo
da produtividade média obtida em Sao Paulo. Nao é possivel caracterizar as
variedades quanto a tolerancia de acordo com dados obtidos no presente
levantamento, uma vez que nao se avaliou a produtividade e, para isso, ter-se-ia
que lancar mao de experimentacao apropriada, comparando-se parcelas tratadas
e ndo-tratadas por termoterapia.

Faz-se, assim, necessario a caracterizacdo das variedades quanto as
reacgoes a diferentes doencgas nestas regides e em anos diferentes, pois, no caso
do raquitismo, por exemplo, a resisténcia e a tolerancia sao dependentes de
fatores edaficos e do regime hidrico (Tokeshi, 1997).

A bactéria estava presente e em altas incidéncias tanto em areas de cana
planta quanto em cana soca. Cerca de 47% dos talhdes amostrados no ano de
2003 foram de cana-planta. Nestes, a incidéncia variou de zero a 34,2%. Esta
alta incidéncia em cana-planta demonstra que as mudas utilizadas nos novos
plantios foram obtidas de talhdes com niveis elevados de contaminacéo. Para o
mesmo ano detectou-se que a incidéncia média aumentou de cana-planta (4,8%)
para cana de quinto corte (10,3%), o que era esperado, devido a epidemia ser
monociclica e poliética. Resultados semelhantes foram encontrados em
levantamentos feitos por Baudin e Chatenet (1983) em Haute-Volta — Franga,
utilizando a técnica de “Imunofluorescéncia”.

O gendtipo, a idade da cultura, além das condi¢gdes climaticas, pode
determinar a presencga e a intensidade dos sintomas causados pela bactéria Lxx.
Nesse sentido, sintomas externos podem ser tanto aumentados como
mascarados pela disponibilidade de agua para planta, por isso, alguns cultivares
sob condicdes ambientais apropriadas, podem suportar alta densidade
populacional de Lxx sem mostrar qualquer sintoma visivel. Isso foi observado no
ano de 2004, onde o regime hidrico esteve entre 1500 a 1700 mm, o que foi
bastante favoravel a cultura da cana-de-agucar. Sendo assim, devido ao efeito do
vigor e possivel diluicdo da bactéria no xilema, ndo se esperava detectar elevadas
incidéncias de Lxx, especialmente em cana-planta ou nos primeiros cortes. No

entanto, a incidéncia média foi de 18% em cana-planta no ano de 2004,
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confirmando que o material propagativo utilizado na renovagdo dos talhdes
amostrados neste ano estava igualmente contaminado e foi obtido de campos
comerciais com alta incidéncia da bactéria. Ademais, a maioria das variedades de
cana-planta amostradas em 2004 sdo materiais lancados para cultivo comercial
nos ultimos anos. Portanto, com base no levantamento, observa-se que os
materiais multiplicados sdo todos suscetiveis a Lxx. Resta-se saber, como estes
materiais responderao em termos de produtividade, nos anos de seca na regiéo.
A caracterizacdo destes cultivares quanto a tolerancia ao raquitismo devera ser
um critério para facilitar o manejo varietal na cultura canavieira.

Com relagdo aos talhdes de 1° a 3° corte amostrados no ano de 2004,
observou-se um aumento gradativo da incidéncia de colmos infectados,
corroborando com os resultados obtidos em 2003. Estes resultados evidenciam a
necessidade de se implementar a multiplicagdo especial da cana-de-agucar,
utilizando-se material limpo por tratamento térmico, cultura de meristemas e, no
caso de materiais-elites, altamente produtivos, mas intolerantes ao raquitismo,
preconiza-se a necessidade de se obter material indexado (Prof. Silvaldo Felipe
da Silveira, informacao pessoal).

A técnica soroldgica utilizada na diagnose da doenca (“Dot Blot”), foi
sensivel o suficiente para avaliar a necessidade de se utilizar medidas de
controle como tratamento térmico de material propagativo para formagédo de
viveiros sadios, bem como avaliar a incidéncia da bactéria em campos
comerciais.

No estudo do arranjo espacial da doenga esperava-se que nos niveis de
incidéncia obtidos nos quatro talhdes testados, a distribuicdo da doenca fosse
fortemente agregada, dado a disseminagdo mecanica da doenga por meio dos
instrumentos de corte. No entanto, a distribuicido da doenga foi aleatdria, na
maioria das linhas e talhdes levantados. Atribui-se isso ao baixo nivel de
deteccao da bactéria nos extratos (2x106 bactérias/ml no extrato), o que pode
resultar aumento no numero de amostras com resultados falso-negativos.
Acrescenta-se a isto tudo, o fato de no ano de 2004, o regime hidrico ter sido
muito propicio ao desenvolvimento da cultura, acarretando, para essa variedade,
a diluicdo da bactéria nos extratos. Conclui-se que para analise da distribuicdo
espacial do raquitismo da soqueira, a técnica de deteccao utilizada neste

trabalho nao foi satisfatéria. A utilizagdo de métodos mais sensiveis, como PCR
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(Reagado de Polimerase em Cadeia) devera gerar resultados mais satisfatorios
para a analise do arranjo espacial da doenga no campo.

Na determinacdo do tamanho ideal de amostras para quantificagcdo da
incidéncia de Lxx em talhdes de cana-de-agucar, como nao se evidenciou
estabilizacdo, mas apenas reducdo dos desvios em funcdo do numero de
entradas (linhas de plantio amostradas) pelo método grafico, buscou-se definir um
numero aceitavel de linhas de plantio a serem amostradas mediante modelos de
distribuicao baseados no coeficiente de variagdo da média e em equacido de
probabilidade, segundo Campbell e Madden (1990). Verificou-se que o numero de
linhas de plantio a serem amostradas reduziu significativamente com a elevagao
do coeficiente de variagao ou erro padrao aceitavel, bem como com a elevacao da
incidéncia média de Lxx. Numeros reduzidos de entradas ou de caminhamentos
sao satisfatorios, nos niveis de incidéncia de raquitismo acima de 20% de colmos
infectados, para coeficiente de variagdo de 10%, até um unico caminhamento,
coletando-se 42 amostras, é suficiente para se garantir a detec¢gao da doengca em
talhdes com niveis de incidéncia acima de 20%.

Na analise baseada na equacao de probabilidade, o numero de entradas
foi superior ao estimado quando a analise foi efetuada somente pelo coeficiente
de variagdo da média e aumentou com a redugdo do erro padrdo da média.
Considerando a média dos quatro talhdes, avaliados o numero de entradas
quando o erro aceitavel é de 10% na quantificacdo de Lxx seriam necessarias 201
entradas (Tabela 4).

Considerando a média dos quatro talhdes, em futuros levantamentos da
incidéncia de Lxx em areas de multiplicacédo de cana-de-agucar, recomenda-se a
coleta de trés linhas de plantio com 21 colmos/linha/talhdo, quando o erro
aceitavel for 10%, o que é considerado satisfatério em levantamento de campo.
No entanto o numero de linhas se eleva para 13 e 314 quando diminui o erro
aceitavel para 5 e 1%, respectivamente (Tabela 5).

Deve-se considerar que o tamanho da amostra depende do objetivo do
levantamento, dos niveis de acuracia e precisdo desejados além da
disponibilidade de recursos (Amorim, 1995). Sendo o raquitismo da soqueira uma
epidemia poliética, ou seja, a intensidade da doenga aumenta a cada ciclo de
cultivo, sugere-se entdo que o tamanho da amostra diminua com o acréscimo no

numero de colheita. No entanto, para estabelecer um numero de amostra
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confidvel para cada ciclo de cultivo e que satisfaca as mais diversificadas
situagdes, se faz necessario um plano de amostragem em diferentes variedades
de diferentes idades de corte a fim de se chegar a um denominador minimo que

atenda tanto a um plano de controle fitossanitario e que seja exequivel.



34

RESUMO E CONCLUSOES

O trabalho teve como objetivos avaliar a incidéncia da bactéria Leifsonia
xyli subsp. xyli (Lxx) agente causal do raquitismo da soqueira de cana-de-agucar
em areas de multiplicagdo na regido canavieira do Norte do Estado do Espirito
Santo, Oeste Mineiro e Sul da Bahia utilizando a técnica soroldgica “Dot Blot”, e
determinar estatisticamente um tamanho minimo de amostras de colmos a serem
coletados, para fins de diagnose.

Para tal coletaram-se colmos com idade superior a 9 meses. Em talhdes
com area inferior a 5 ha retiravam-se 45 amostras e nos talhdes com areas
superiores a 5 ha retiravam-se 90 amostras. A seiva do xilema foi extraida do
segundo internodio basal, segundo Carneiro et al. (2003).

No municipio de Campos dos Goytacazes-RJ selecionou-se quatro talhdes
comerciais (aproximadamente 8 ha cada) da variedade SP 80-1842 com
diferentes niveis de incidéncia de Lxx para realizacdo de ensaios afim de
determinar o arranjo espacial da doenga e o numero minimo de colmos a serem
coletados em areas de cana-de-agucar para analise soroldgica.

Considerando as areas de multiplicagdo como a base da formagao dos
plantios comerciais, conclui-se que a incidéncia de Lxx na maioria das variedades
amostradas esta alta.

Apesar das areas comerciais nao terem sido foco desta pesquisa, pode se
supor que a bactéria esteja contribuindo para a baixa produtividade média

registrada nestas regides. Nesse sentido o conhecimento do nivel de resisténcia
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ou tolerancia das variedades mais cultivadas nestas regides facilitaria o manejo
varietal e cultural, visando manter a doenga em um nivel que ndo comprometa a
produtividade das variedades mais sensiveis.

Aplicando-se a anadlise de “Ordinary Runs” (Campbell e Madden, 1990),
todos os quatro talhdes amostrados em Campos apresentaram arranjo espacial
predominantemente aleatdrio, independente da incidéncia média do talhdo.

Ainda, evidencia-se a necessidade de se empregar material propagativo
sadio, e de se incrementar a utilizacdo de variedades mais adaptadas e
resistentes/tolerantes ao RSD.

Com relacdo a técnica sorologica utilizada na diagnose da doencga (“Dot
Blot”), esta se mostrou sensivel para avaliar a incidéncia da bactéria. No entanto,
para analise de arranjo espacial da doenga o método sorolégico ndo apresenta
nivel de deteccédo satisfatorio, possivelmente a utilizagdo de métodos mais
sensiveis como PCR (Reacgao de Polimerase em Cadeia) poderia gerar resultados
mais satisfatérios para este tipo de analise.

Para quantificacdo de Lxx pelo teste sorolégico “Dot Blot”, a amostragem
de 3 linhas de plantio com 21 colmos/linha/talhdo, parece ser apropriada para
quantificar a incidéncia de Lxx quando o erro aceitavel for 10%, em levantamentos

de campo.
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