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RESUMO

Avaliagao da resisténcia a Leifsonia xyli subsp. xyli, agente causal do raquitismo-
da-soqueira (RSD), em variedades comerciais de cana-de-agucar

A cana-de-agucar (Saccharum ssp.) € uma das -culturas agricolas mais
importantes da histéria da humanidade. Foi em Nova Guiné, seu provavel centro de
origem, que o homem teve o primeiro contato com a planta em seu estado silvestre.
Atualmente, o Brasil lidera a lista dos 80 paises produtores de cana-de-agucar. E o
primeiro também em exportacdo de seus derivados, seguido, respectivamente, pela
Australia, Tailandia, Guatemala e Africa do Sul. A area plantada no Brasil esta préxima
dos 7 milhdes de hectares. A cana-de-agucar, assim como a grande diversidade de
culturas de interesse agronémico, é hospedeira de uma série de patdbgenos que podem
limitar sua produgdo, dentre os quais, destaca-se a bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli,
agente causal do raquitismo-da-soqueira (RSD). O RSD é considerado uma das mais
importantes doengas da cana-de-agucar que limita a produ¢gdo no mundo todo e seu
controle esta fundamentado na adogéo de um conjunto de medidas preventivas, pois
poucas sao as informacdes sobre materiais resistentes a doenga e ndo existe um
produto quimico que a controle eficientemente. Historicamente, a dificuldade do
diagnoéstico do RSD, na maioria dos casos, € consequéncia da auséncia de sintomas
externos e pela ndo ocorréncia de sintomas internos em determinados cultivares de
cana-de-agucar e neste sentido, técnicas de imunologia, molecular e de microscopia de
contraste de fases tém sido bastante empregadas. A hipdtese da possivel correlagéao
entre a anatomia vascular e a resisténcia de plantas a patdgenos, € um assunto
freqUentemente discutido por pesquisadores e poderia elucidar os mecanismos
envolvidos na resisténcia da planta ao patégeno. Assim, o presente trabalho teve como
objetivo geral avaliar a resisténcia/suscetibilidade de 10 variedades comerciais de cana-
de-agucar RB, mais a variedade CB 49-260 incluida como padrao suscetivel,
correlacionando os danos apresentados por analises de componentes de producao
tecnologicos e biométricos amostrados no campo, com a morfologia e quantificagao de
conjunto de feixes vasculares e os niveis de infecgdo detectados nos diagnésticos. Os
resultados mostraram que as variedades RB 72 454, RB 83 5486, RB 86 7515, RB 92
8064, RB 92 5211, RB 92 5345 e RB 92 5268 comportaram-se como variedades
suscetiveis. A RB 85 5156 comportou-se como variedade de resisténcia intermediaria
As variedades RB 85 5536 RB 85 5453, comportaram-se como tolerantes. Os danos
apresentados tiveram relacéo direta com as concentragdes do patdégeno inoculadas no
inicio do experimento, ou seja, quanto maior a concentragdo de indculo, maiores foram
os danos ocorridos nas variedades menos tolerantes. Contudo, ndo ha correlagdes
entre o tamanho médio do metaxilema e o numero de feixes vasculares por area com a
resisténcia da planta.

Palavras-chave: Raquitismo-da-soqueira; Leifsonia xyli subsp. xyli; Métodos de
inoculacéo; MEV; Resisténcia ao RSD
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ABSTRACT

Resistance of sugarcane commercial cultivars to Leifsonia xyli subsp. xyli; the
causal agent of the ratoon stunting disease (RSD)

Sugarcane (Saccharum ssp.) is one of the most important cultures in the history of
the humanity. The center of origin is probably New Guinea, where people had the first
contact with the plant in wild state. Presently, Brazil leads the list of the 80 sugarcane
producing countries. Brazil is also the first in exporting sugarcane by-products, followed
by Australia, Thailand, Guatemala and South Africa, respectively. The are grown in
Brazil ranges 7 million hectares. As well as a great diversity of cultures of agronomical
interest, sugarcane is host of a large number of pathogens which can limit its production.
Among them, one can emphasize, Leifsonia xyli subsp. xyli, causal agent of ratoon
stunting disease (RSD). RSD is considered one of the most important diseases of
sugarcane limiting yield worldwide and the control is based on the adoption of a set of
preventative measures, since the information about resistant materials and efficient
chemical products are scarce. Historically, RSD diagnosis has been difficult because
there are no definitive external symptoms and internal symptoms do not develop
adequately in all varieties. Serological, molecular and microscopy techniques have been
widely used to diagnose RSD. The hypothesis of the possible correlation among
vascular anatomy and plant resistance has been discussed by researchers and could
elucidate the resistance mechanisms involved in the resistance of plants to the
pathogens. Thus, the overall objective of the present study was to evaluate the
resistance/susceptibility of 10 RB sugarcane commercial varieties including CB 49-260
as a susceptible standard, correlate the damages presented by the analysis of
technological and biometric production components of field samples, with the
morphology and quantification of set of vascular bundles and the level of infections
detected on the diagnostics. The results showed that varieties RB 72 454, RB 83 5486,
RB 86 7515, RB 92 8064, RB 92 5211, RB 92 5345 and RB 92 5268 were susceptible.
RB 85 5156, had a intermediary resistance and varieties RB 85 5536 and RB 85 5453
both showed tolerant behavior. The injuries presented had a direct relationship with the
inoculum concentration, in other words, the higher the inoculum concentration the higher
the injuries with the less tolerant varieties. However, there is no correlation between the
average length of the metaxilem and the number of vascular bundles per area in plant
resistance.

Keywords: Ratoon Stunting Disease, Leifsonia xyli subsp. xyli; Inoculation methods;
Electronic microscopy; RSD resistance
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1 INTRODUGAO

A cana-de-agucar (Saccharum ssp.) € uma das culturas agricolas mais
importantes da histéria da humanidade. Foi em Nova Guiné, seu provavel centro de
origem, que o0 homem teve o primeiro contato com a planta em seu estado silvestre.
Também ¢é neste local que ocorre grande diversidade genética do género. De Nova
Guiné, a cana-de-acucar foi se disseminando para o sul do Oceano Pacifico, na
Indochina, no Arquipélago da Malasia e Bengala. Contudo, o seu aparecimento como
planta produtora de agutcar tem sido relatado como certo, na india Tropical. No século
XIl, a cana-de-agucar chegou a Europa e importantes regides produtoras surgiram nos
séculos seguintes, especialmente no extremo oriente onde novas bebidas como o cha,
o café e o chocolate eram adogados com agucar em meados do século XV. Em 1493,
Cristévao Colombo iniciou o cultivo da cana-de-agucar nas Antilhas, onde hoje é a
Republica Dominicana. As lavouras se estenderam mais tarde para Cuba e outras ilhas
do Caribe ganhando novas dimensdes (COPERSUCAR, 2005; MOZAMBANI et al.,
2006). Foi, contudo, a América que ofereceu ao vegetal excelentes condigdes para o
seu desenvolvimento. No Brasil, oficialmente foi Martim Affonso de Souza que em 1532
trouxe a primeira muda de cana-de-agucar iniciando seu cultivo na Capitania de Sao
Vicente, local onde o nobre e militar portugués construiu o primeiro engenho de agucar.

Atualmente, o Brasil lidera a lista dos 80 paises produtores de cana-de-
acicar. E o primeiro também em exportacdo de seus derivados, seguido,
respectivamente, pela Australia, Tailandia, Guatemala e Africa do Sul. A area plantada
no Brasil esta proxima dos 7 milhdes de hectares. Na safra 2006/2007 foram obtidas
475,8 milhdes de toneladas, matéria prima que rendeu uma producdo de mais de 30
milhdes de toneladas de acgucar e 20 bilhdes de litros de alcool, produto integrante
definitivo da matriz energética nacional (FNP Consultoria & Comércio, 2006; IBGE,
2007). Com essa grande importancia socioeconémica, a exploragéo da cultura da cana-
de-agucar torna o setor responsavel por mais de 1 milhdo de empregos diretos na area
rural e outros 400 mil diretos e indiretos na area industrial com mais de 350 unidades,
todas privadas, e cerca de 50 mil produtores independentes em todo o pais. No Estado

de Sao Paulo, a cana-de-agucar se destaca como o primeiro produto agricola com 255
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milhdes de toneladas obtidas na safra 2005/2006, representando mais de 50% da
produgao nacional sendo, ainda, responsavel por 35% do PIB do Estado (FNP, 2006).
No setor agricola, trabalhos de melhoramento genético tém sido
constantemente realizados através de selegdes de clones visando a obtencédo de
variedades que apresentem maior produgao de colmos e sacarose por hectare, maior
tolerancia ao estresse hidrico e melhor adaptabilidade a diferentes ambientes, melhor
adaptacéao a colheita mecanizada e maior resisténcia a pragas e doengas. Neste ultimo,
a cana-de-agucar, assim como a grande diversidade de culturas de interesse
agrondmico, € hospedeira de uma série de patdogenos que podem limitar sua produgéo,
dentre os quais, destaca-se a bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli, agente causal do
raquitismo-da-soqueira (RSD). A doenga causa danos a cultura nas principais regides
do mundo onde a agroindustria sucroalcooleira esta presente (GILLASPIE JR. E
DAVIS, 1992; DAVIS et al., 1994). O RSD ¢é hoje uma das grandes preocupagdes por
parte dos melhoristas muito embora, até bem pouco tempo atras, se constituia em um
topico de interesse secundario nos processos de selecdo. Contudo, a identificagdo de
gendtipos resistentes € ainda desconhecida, principalmente em variedades comerciais
correntes (HARRISON E DAVIS, 1986; GIGLIOTI, 1997). Neste sentido, a busca de
métodos rapidos e precisos para a identificacdo de materiais resistentes ou tolerantes
ao RSD ¢ a grande preocupagao entre os pesquisadores, em particular, do Programa
de Melhoramento Genético da Cana-de-Agucar (PMGCA) da UFSCar, que se constitui
num grupo de pesquisa e extensao responsavel pela criagdo e manejo das variedades
RB. Ent&o, o ensaio prop6s avaliar 10 variedades comerciais RB de cana-de-agucar,
mais a variedade CB 49-260 incluida como padrao suscetivel, inoculadas artificialmente
com diferentes concentragdes da bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli, agente causal do
raquitismo-da-soqueira. O trabalho visou avaliar a resisténcia/suscetibilidade das
diferentes variedades de cana-de-acucar estudadas correlacionando os danos
apresentados pelas analises dos componentes de producdo (tecnoldgicos e
biométricos) amostrados no campo com a morfologia e quantificacdo de conjunto de

feixes vasculares e os niveis de infeccédo detectados nos diagnosticos.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao Bibliografica

2.1.1 O Raquitismo-da-soqueira da cana-de-agucar
2.1.1.1 Histéria e distribuicao

O raquitismo-da-soqueira (RSD) é considerado uma das mais importantes
doencas da cana-de-acucar que limita a sua producdo no mundo todo. O RSD ¢é
causado pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli (DAVIS et al., 1980; DAVIS E BAILEY,
2000). Historicamente, a sua primeira descricdo se deu em Queensland, na Australia,
em 1944, durante uma primavera bastante seca, com o surgimento de retardamento
anormal no crescimento e descoloragdo vascular em algumas plantas da variedade
Q28 (JAMES, 1996; BRUMBLEY et al., 2006). De fato, a doenga nao esta relacionada
com a morte de plantas e sim com uma significante redugdo da produtividade em
cultivares suscetiveis, relatam Davis et al. (1988). Por muitos anos, acreditou-se que o
RSD estava associado a um virus, devido a dificuldade em conseguir isolar e cultivar o
agente causal (MATSUOKA, 1972; JAMES, 1996; BRUMBLEY et al., 2006). O uso de
hospedeiro indicador foi um método seguro de identificagdo da doencga, até quando o
agente causal foi descrito em 1984, como sendo Clavibacter xyli subsp. xyli (DAVIS et
al., 1984), hoje denominada Leifsonia xyli subsp. xyli. (EVTUSHENKO et al., 2000).
Esta classificacdo foi recentemente confirmada por Young et al. (2006). Estes
pesquisadores trabalharam com 105 isolados realizando analises de DNA fingerprinting
utilizando primers BOX e ERIC (REP-PCR) (BRUMBLEY et al., 2006).

Mais tarde, ou seja, 45 anos apds a sua primeira constatagdo, o RSD, em
1989, ja havia sido relatado em 61 paises sendo encontrado na maioria das areas
cultivadas com cana-de-agucar, podendo causar perdas acima de 50% em variedades
suscetiveis ou nao tolerantes, conforme relatam Gillaspie e Teakle (1989) e Tokeshi
(1997). Adicionalmente, incrementos na incidéncia podem contribuir para o declinio
sucessivo durante o cultivo no campo. O agente causal do RSD encontra-se distribuido
por todas as regides canavieiras do pais, atacando diferentes genétipos da planta, sob
as mais diversas condigdes ambientais (GILLASPIE E TEAKLE, 1989). As perdas na
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agroindustria devido a doenga tém sido provavelmente bem acima daquelas causadas
por outras doengas nos ultimos quarenta anos (JAMES, 1996). Dean e Davis (1989)
estimaram perdas anuais variando de 5 a 15% em plantios na Flérida (EUA), as quais
representaram cerca de U$ 36,8 milhdes na safra 1988-89. Na Austrélia, a doenca é
responsavel por perdas anuais de U$ 11 milhdes no setor agroindustrial, de acordo com
Fegan et al., (1998). Descrita pela primeira vez no Brasil em 1956, na Estagao
Experimental de Campos (municipio de Campos dos Goyatacazes, RJ) por Frederico
Veiga (SEGATO et al., 2006), as perdas provavelmente sejam ainda maiores, ja que,
mais de seis milhdes de hectares séo cultivados com cana-de-agucar (FNP Consultoria
& Comeércio, 2006). Com base nestas estimativas, Giglioti (1997) relatou que nos
ultimos 30 anos o RSD péde ter sido responsavel por perdas que se aproximaram dos 2

bilhdes de dolares somente no Estado de Sdo Paulo.

2.1.1.2 Etiologia do agente causal

Leifsonia xyli subsp. xyli (DAVIS et al, 1984; EVTUSHENKO et al., 2000;
YOUNG et al., 2006) € uma bactéria gram-positiva, fastidiosa, corineforme, ndo movel,
aerodbia obrigatéria e restrita ao xilema das plantas (KAO E DAMANN, 1980). Suas
células sao geralmente baciliformes e medem de 0,25-0,5 pm por 1-4 pm, com forma
reta ou levemente curva e ocasionalmente inchada na ponta ou no meio (TEAKLE et
al., 1979). A bactéria pode ser isolada da cana-de-agucar infectada em meio especifico
(COMSTOCK E LENTINI, 1991) atingindo seu crescimento maximo em torno de 7-8
dias a temperatura de 28-30 °C. As coldnias apresentam aspecto circular n&o
pigmentado, com didmetro variando de 0,1 a 0,3 mm em meio de cultura SC (DAVIS et
al., 1984). A bactéria ndo forma esporos e é caracterizada pela presenca de acido 2,4
diaminobutirico (L-DAB e D-DAB em igual propor¢do) em sua parede celular e
predominancia de metaquinonas com 9 a 10 cadeias de carbono e fosfatidilglicerol e
difosfatidilglicerol como principais fosfolipidios (DAVIS et al., 1984; DAVIS, 1986;
YOUNG et al.,, 1992, EVTUSHENKO et al., 2000). Os mesmos autores descrevem

também a auséncia de acidos micolicos na parede celular, fato que foi confirmado pelo
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sequenciamento devido a auséncia de genes cmaA / B, C e D, presentes em
micobactérias, como relatado por Cole et al., (2001) e Monteiro-Vitorello et al. (2004).

O conteudo de G+C de L. xyli subsp. xyli é 66-73 mol % (EVTUSHENKO et
al.,, 2000; MONTEIRO-VITORELLO et al., 2004). O extrato de acidos graxos totais
possui de 17 a 24, de 5 a 14 e de 62 a 72% dos acidos 15:0 anteiso, 16:0 iso e 17:0
anteiso, respectivamente (GILLASPIE JR. E DAVIS, 1992). Trabalhos publicados por
Davis e colaboradores relataram que nao foram identificadas variagbes em
patogenicidade e viruléncia entre isolados de L. xyli subsp. xyli. Isolados de diferentes
regides do mundo apresentaram grande grau de similaridade, tanto na morfologia e na
reagao de sorologia, quanto a composigao bioquimica (DAVIS et al., 1980; DAVIS et al.,
1984).

2.1.1.3 Métodos de controle

O controle desta importante doenga esta fundamentado na adogéo de um
conjunto de medidas preventivas, pois poucas sdo as informagdes sobre materiais
resistentes e ndo existe um produto quimico que a controle eficientemente. A incidéncia
de RSD nos cultivares, quando nao sao praticadas medidas de controle, esta
diretamente relacionada com o alto numero de vasos colonizados (COMSTOCK et al.
1996). Devido a forma de transmissdo, o controle tem sido realizado através de
métodos de exclusdo, baseados no uso de material sadio para plantio. Facbes devem
ser desinfestados, especialmente quando usados em campos de propagacédo de
material. A desinfestacdo pode ser realizada quimicamente, através da utilizagcdo de
amonia quaternaria, solugao de acido cresilico e etanol 50% (STEINDL, 1961; TEAKLE,
1983; GILLASPIE JR. E TEAKLE, 1989) ou fisico, utilizando calor. O uso de tratamento
térmico ou termoterapia com calor (vapor ou agua quente) a 52 °C por 30 minutos
(SANGUINO, 1989) ou 50,5 °C por 2 horas (TOKESHI E GHELLLER,1983; GHELLER,
1986; TOKESHI, 1997) em estacas ou colmos-sementes é bastante empregado
visando a produgcao de material sadio no estabelecimento de viveiros livres da doenca e
a multiplicacédo para ampliacdo de campos comerciais. No entanto, é indispensavel

associar a termoterapia, a pratica de roguing, que consiste em eliminar plantas doentes
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(TOKESHI, 1997). Propagacgédo clonal utilizando cultivo de meristema ou calos
embriogénicos (células diferenciadas) derivados de folhas € uma técnica bastante
eficiente que também tem sido adotada pelos produtores para evitar a entrada do
patdégeno numa nova area de cultivo comercial e para formacéo de viveiros (HOY et al.,
2003). No entanto, apesar das caracteristicas positivas como vantagens na qualidade
sanitaria das mudas, facilidade no transporte, homogeneidade do plantio e rapido
acesso pelos produtores a cultivares recém-lancados, de acordo com o Professor Lee
Tseng, do Departamento de Biotecnologia do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Sao Carlos, um dos pioneiros a utilizar essa técnica no Brasil,
a adogcdo em massa por parte dos produtores se esbarra no elevado custo das mudas,
na necessidade de manutencdo de viveiros primarios e na falta de informagdes dos
produtores quanto aos beneficios anteriormente citados (GERALD, 1992).

Embora até recentemente o objetivo de produzir variedades resistentes
tenha sido de importancia secundaria nos processos de selecido de clones (HARRISON
E DAVIS, 1986; GIGLIOTI, 1997), atualmente a maioria dos programas de
melhoramento genético da cana-de-agucar esta envolvida e interessada em executar

atividades de rotina para a identificacdo de materiais resistentes ou tolerantes ao RSD.

2.1.1.4 Diagnose

Historicamente o diagnostico do RSD n&o tem sido tarefa facil. Esta
dificuldade, na maioria dos casos, é consequéncia da auséncia de sintomas externos e
pela ndo ocorréncia de sintomas internos em determinados cultivares de cana-de-
acucar (COMSTOCK E LENTINI, 1991). A contagem direta de células de bactérias
fazendo uso da microscopia de contraste de fases foi utilizada pela primeira vez por
Bailey em 1976 e, a partir de 1977, essa metodologia foi empregada pela Sugar
Association Experiment Station, na Africa do Sul, para analises rotineiras de diagnose
da doenca. Naquela época, quando entdo a doenga foi associada a natureza
bacteriana, o método teve relevante importancia para estimar a populagado de bactérias
em fluido vascular, tanto para a identificacdo de clones tolerantes nos processos de

selecao de variedades, como na expansao de plantios comerciais, objetivando evitar a
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multiplicacdo em larga escala de mudas contaminadas. A técnica de microscopia de
contraste de fases é, até nos dias de hoje, bastante utilizada com os mesmos objetivos
(BAILEY E FOX, 1985; JAMES, 1996). Mais tarde, porém, o éxito no cultivo de L. xyli
subsp. xyli em meio de cultura artificial (DAVIS et al., 1980) possibilitou a produgao
especifica de anticorpos uteis para a detec¢cdo do patégeno. Assim, técnicas como a
imunofluorescéncia, que leva em consideragdo o numero de vasos colonizados pelo
patdgeno, tem auxiliado também para a selegdo de cultivares resistentes (JAMES,
1996; HARRISON E DAVIS, 1988). Contudo sao metodologias dificeis e demoradas e
atualmente outras técnicas sdo empregadas para a diagnose do RSD, das quais ser
destacam: ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), EB-EIA (evaporative-binding
enzyme-linked immunoasssay), (DAVIS et al. 1988; ROACH 1992, citado por CROFT,
2002), “Dot-blot enzyme immunoassay” (HARRISON E DAVIS, 1990) e PCR (LOUWS
et al., 1995; JAMES, 1996; LOUWS et al., 1998), esta ultima, utilizando iniciadores
especificos derivados da regido 16S e 23S do rRNA (FEGAN et al., 1998). A técnica de
PCR permite a analise de DNA puro da bactéria e, assim como as técnicas de sorologia
de ELISA e Dot-blot, possibilitou analisar células de extratos de planta, conteudo liquido
dos vasos condutores e coldnias coletadas de placas ou amostras de meio de cultura
liquido (SCHNEIDER E deBRUIJN, 1996). Outros trabalhos de diagnose como a SFDV
conhecida como doenca de Fiji, a SCMV ou virus do mosaico da cana-de-agucar
(SMITH E VAN DE VELDE, 1994) e a Escaldadura das Folhas, causada pela bactéria
Xanthomonas albilineans (HONEYCUTT et al., 1993) também foram bem sucedidos
utilizando a técnica de PCR.

Populacdes de L. xyli subsp. xyli entre 10° a 10° cél/mL no fluido vascular
(DAVIS et al., 1988) podem determinar a extensdao de disseminagdo do patégeno
provocadas por implementos agricolas, tais como plantadoras, colheitadeiras e facdes
de corte (objetos de corte bastante utilizados nos processos de plantio e colheita) e,
assim, aumentar as perdas no campo. De acordo com Harrison e Davis (1988), é
possivel que haja também uma boa relagao entre a populacdo de bactéria nos extratos
de xilema com a resisténcia dos cultivares. Neste sentido, a aplicagao de diagndsticos
que expressam niveis de infeccao tem despertado o interesse dos pesquisadores e

produtores de cana-de-agucar para recomendagdes de manejos varietais adequados e



18

instalacdo de viveiros sadios. Diagnosticos com tais caracteristicas que visam,
principalmente, determinar diferentes graus populacionais do agente causal, podem
oferecer parametros para o estabelecimento de correlagdes com as consequientes
perdas provocadas em diferentes gendtipos de cana-de-agucar e a real necessidade de

se realizar o tratamento térmico.

2.1.2 Resisténcia varietal ao RSD e anatomia vascular

Diferentes gendtipos de cana-de-agucar tém se comportado também
distintamente em diferentes ambientes de cultivo quanto ao grau de
resisténcia/suscetibilidade ao RSD. A pouca ou a auséncia da propagacéo do RSD, de
acordo com COMSTOCK et al. (1996), pode ser uma medida de resisténcia de campo
da planta. Estudos avaliando cultivares resistentes na Flérida, constataram que a
resisténcia esta presente em uma série de cultivares de cana-de-agucar, no entanto,
nenhum cultivar € imune a infecgdo do patégeno (DAVIS et al., 1988; COMSTOCK E
LENTINI, 2005). Contudo, alguns cultivares que possuem alta populagao da bactéria
podem sofrer menores perdas no campo (CROFT, 2002) e, portanto, apresentar
caracteristicas de tolerancia.

No Brasil, a identificacdo de genotipos resistentes ou tolerantes ao RSD é
ainda incipiente, principalmente em variedades comerciais correntes. Trabalhos de
melhoramento genético tém sido constantemente realizados visando, entre outras
caracteristicas, adaptagbes ambientais e aumento da resisténcia varietal a pragas e
doencgas. Embora até bem pouco tempo atras tenha sido de interesse secundario nos
processos de selegdo (HARRISON E DAVIS, 1986; GIGLIOTI, 1997), hoje a
identificagdo de clones e variedades comerciais resistentes a doencas, principalmente
ao RSD, é uma das grandes preocupagdes dos melhoristas. A sempre e constante
demanda de informagdes sobre as caracteristicas agrond6micas particulares das
variedades de cana-de-agucar esbarram na grande dificuldade em avaliar a
resisténcia/suscetibilidade de gendtipos relacionados normalmente a dificil tarefa de se
cultivar o agente causal em meio artificial e assim realizar ensaios utilizando métodos

de inoculacgao.
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A hipdtese da possivel correlagcdo entre a anatomia vascular e a resisténcia
de plantas a patégenos tem sido discutida por pesquisadores com bastante énfase
desde a década de 70 (TEAKLE et al., 1975). Os mesmos pesquisadores, naquela
época, realizaram dois importantes testes utilizando 11 gendtipos de cana-de-agucar.
Tais estudos visaram determinar a ocorréncia de resisténcia entre fluxo de agua e a
concentragao de bactérias que coloniza o colmo da planta. Os resultados dos testes
demonstraram ocorrer correlagdo entre a resisténcia e o movimento de agua através
dos feixes vasculares com a resisténcia da planta a bactéria. A consequéncia disso é a
alta variabilidade na suscetibilidade existente entre clones e a andlise desses cultivares
revelou uma correlacdo entre anatomia do xilema e resisténcia ao RSD. A anatomia
vascular, neste sentido, poderia, segundo os autores das pesquisas, elucidar os
mecanismos envolvidos na resisténcia da planta ao patégeno (TEAKLE et al., 1975).
Cultivares com alta ramificagdo do xilema e poucos vasos passando ininterruptamente
entre na regidao nodal tém alta resisténcia, presumidamente pela restrita oportunidade
de colonizacao sistémica. Outros trabalhos relatam que pode haver também boa
relacdo entre a populacdo de bactérias no fluido vascular e o numero de feixes
colonizados. Desta forma, cultivares resistentes suportam menos bactéria no fluido
vascular do que os cultivares suscetiveis (HARRISON E DAVIS,1988).

A proposta do presente trabalho foi avaliar o comportamento de dez
variedades comerciais de cana-de-agucar no campo, mais uma variedade utilizada
como padrao suscetivel, frente a diferentes concentragbes de in6culo com a bactéria L.
xyli subsp. xyli, agente causal do RSD. O trabalho visou confrontar os resultados dos
danos apresentadas no campo com a mensuracido do calibre do metaxilema e o
numero médio de conjunto de feixes vasculares dos diferentes genétipos avaliados e os

niveis de infeccéo apresentados pelo diagnéstico qualitativo (Dot Blot).
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2.2 Material e Métodos

2.2.1 Local de implantagao do experimento

O experimento foi conduzido em solo argiloso (latossolo podzélico eutréfico)
no Talhdo 19, Zona 203 da Fazenda do Bosque Cddigo 90002 da Usina da Barra,
localizado na cidade de Barra Bonita, Estado de Sao Paulo na regiao canavieira de Jau.
Os ensaios foram instalados no dia 22 de Dezembro de 2004 e os resultados colhidos
em 27 de Outubro de 2005, 08 de Setembro de 2006 e 10 de Julho de 2007.

2.2.2 Material vegetal

Na Tabela 1 estdo relacionadas as 10 variedades comerciais de cana-de-
acucar estudadas no presente trabalho e a variedade CB 49-260, atualmente em
desuso comercialmente, incluida como padrao suscetivel. A escolha das variedades foi
baseada no censo varietal do Programa de Melhoramento Genético (PMGCA/UFSCar)
de 2004 que incluiu as seis variedades RB mais plantadas no Estado de Sao Paulo e
quatro, entdo na época, clones da série 92, hoje ja liberadas como variedades
comerciais. As gemas foram obtidas a partir da colecdo de germoplasma do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Sdo Carlos no campus de Araras-SP.
Foram extraidos, aproximadamente 33.000 toletes de uma gema ou seja 3.000 de
cada. Esse numero corresponde a aproximadamente 6 vezes o valor necessario para o
experimento que utilizou 480 plantas de cada variedade. Tal procedimento foi adotado
devido a baixa brotagdo das gemas atribuidas ao tratamento térmico e a época em que

foi realizada a primeira etapa do trabalho.
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Tabela 1 - Relacao das variedades selecionadas e do padréo suscetivel

Numero Variedade Sigla
01 RB 72 454 RB 01
02 RB 83 5486 RB 02
03 RB 85 5156 RB 03
04 RB 85 5453 RB 04
05 RB 85 5536 RB 05
06 RB 86 7515 RB 06
07 RB 92 8064 RB 07
08 RB 92 5211 RB 08
09 RB 92 5345 RB 09
10 RB 92 5268 RB 10
11 CB 49-260 CB 01

2.2.3 Tratamento térmico (termoterapia):

Os colmos de cada variedade foram cortados em toletes de uma gema. Os
toletes foram separados em 4 partes iguais (aproximadamente 825 gemas) e colocados
em sacos de polipropileno (tipo saco de cebola) com capacidade de 50 kg. O
tratamento térmico foi realizado para eliminar alguma infecgdo natural de L. xyli subsp.
xyli (pela submersao destes materiais em agua a 50,5 °C por 2 horas segundo trabalhos
descritos por Tokeshi e Ghelller (1983), Gheller (1986) e Tokeshi (1997).

2.2.4 Estirpe de Leifsonia xyli subsp. xyli

Utilizou-se no trabalho a estirpe CTC BO7 de Leifsonia xyli subsp. xyli
(IBSBF 1853) (GAGLIARDI, 2003), a mesma que teve o seu genoma sequenciado pelo
“‘Projeto Genoma Leifsonia” realizado pelo Grupo de Sequenciamento de Genomas
Agron6micos e do Meio-Ambiente (AEG) da rede ONSA-FAPESP (MONTEIRO-
VITORELLO et al., 2004)).
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2.2.5 Preparo do inéculo e inoculagao dos toletes

O indculo foi preparado cultivando a bactéria L. xyli subsp. xyli estirpe CTC
BO7 em meio de cultura liquido S8 descrito por Davis et al. (1984) a 28 °C por 8 dias
sob agitacdo. Para o preparo de um litro do meio de cultura, foram utilizados 8,0 g de
peptona de soja (Biobras), 30 mL de solugéo 0,1% de hemina bovina - Sigma Tipo | em
NaOH 0,05 N, MgS04.7H,0 0,01 M, 13 mL de K;HPO4 (0,1M), 87 mL de KH,PO4 (0,1
M) e 800 mL de agua destilada deionizada. O pH foi ajustado para 7,5 com NaOH e a
mistura autoclavada. Depois que o conteudo autoclavado atingiu a temperatura proxima
de 50 °C, o meio foi suplementado com 100 mL de uma solugéo contendo 5,0 g de
glucose, 0,5 g de cisteina — Sigma e 2,0 g de albumina bovina Sigma - fragdo V;
esterilizada em filtro 0,2 um.

As concentragdes do inoculo foram ajustadas adicionando-se tampéo fosfato
0,01M ao meio liquido contendo a bactéria. As concentracdes finais de 108, 10* e 102
células por mL foram ajustadas utilizando aparelho espectrofotémetro (OD 600nm) de
acordo com a curva de crescimento descrita por Rosa (2006) e a metodologia utilizada
esta de acordo com o trabalho descrito por Harrison e Davis (1986). Os toletes, tratados
termicamente (item 2.2.3), foram drenados e submersos em suspensdes de células nas
concentragdes acima determinadas por uma hora. A testemunha foi realizada apenas
submergindo os toletes em tampao fosfato pelo mesmo tempo.

Apds a inoculagéo, os toletes de uma gema foram novamente drenados e
acondicionados em caixas plasticas com capacidade de aproximadamente 14 litros de
substrato (vermiculita). Este material permaneceu em casa-de-vegetagcdo por
aproximadamente 50 dias sob temperatura e umidade controladas (controlador modelo
Every Control — EC 3-180) com duas regas diarias. Apés este periodo, as plantas foram
levadas ao campo e transplantadas em parcelas de 22,5 m? contendo 3 linhas (sulcos)
de 5 metros de comprimento por 1,5 metro de largura com 30 plantas ou seja 2 plantas
por metro linear em 4 repeti¢gdes, como representado no croqui anexo. A condugao do
plantel foi a mesma utilizada nos canaviais comerciais da empresa (condigdes normais
de campo) com adubagao NPK de 05-25-25, irrigagdes periddicas nos primeiros meses,

controle manual de plantas invasoras, e aplicagcdo de 500g/ha. de Fipronil (Regent
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800WG) nas covas antes da implantagdo do experimento para evitar o ataque de

cupins.
2.2.6 Tratamentos

O experimento foi conduzido inoculando-se cada variedade de cana-de-
agucar com 4 niveis de concentragao de inéculo da bactéria L. xyli subsp. xyli estirpe
CTC B0O7 em 4 repeticdes sob delineamento de blocos casualizados. As parcelas foram
compostas de 3 sulcos de 5 metros de comprimento por 1,5 de largura cada, com 2
plantas por metro linear, ocupando uma area total de 6.000 m? ou 0,6 ha., conforme
croqui apresentado no ANEXO A. A adubacgao utilizada em cana-planta foi de 400
kg.ha™ da férmula 05-30-20, e de 100 kg.ha™" de uréia em cobertura. Nas soqueiras,

empregaram-se 500 kg.ha™' de férmula 20-00-32, por ocasigo do cultivo da cana.

2.2.7 Coleta de amostras para analises de componentes de producao e

imunoensaio

A coleta das amostras foi realizada retirando-se 20 canas ao acaso de cada
parcela. O processo ocorreu quebrando a planta na base, identificando o material e
levando-o imediatamente para um galpdo para o pré-processamento das amostras. Em
tal procedimento ndo foram, portanto, utilizados facdes e outros instrumentos de corte
para evitar contaminag¢des de outras parcelas com a bactéria inoculada. Metade deste
material (10 canas), foi submetido a pesagem, medi¢des do tamanho da planta e do
diametro do 5° internddio, neste ultimo, com auxilio de aparelho paquimetro. Apos
estes procedimentos o material foi encaminhado ao Laboratério da Usina para analise
tecnologica de fibra e teor de agucar. As outras 10 canas foram utilizadas para a
retirada do fluido do xilema para as analises de diagnose. Devido a frequéncia da
bactéria do RSD ser maior na parte basal, mais madura do colmo, foram utilizados o 1°
e 0 2° internddio no processo de retirada do fluido. Colmos com perfuragdo de brocas
ou colmos podres das plantas foram evitados na coleta do material em campo. Os
colmos coletados foram limpos com pano Umido, para evitar a contaminagdo por

particulas de solo e outras impurezas nas amostras. Entre o segundo e terceiro entreno



24

da base para cima do colmo, foi feito um corte em bisel na parte inferior e um corte
transversal na parte superior. Os cortes das extremidades foram efetuados em colmos
individualizados, para, em seguida, realizar a extracdo da seiva de xilema. Um
compressor de baixa pressao (Marca Chiaperini: Modelo MC 7.6 24L - 2HP; 126 Ibs de
pressao) adaptado de uma teteira de borracha (tipo ordenhadeira) na extremidade
mangueira foi utilizado para facilitar a extragdo. De cada colmo amostrado foi coletado,
aproximadamente 0,5 mL do fluido vascular acondicionado em microtubos plasticos
com capacidade para 1,5mL contendo 50 uL de solugéo estabilizadora de digluconato
de clorexidina a 0,02% (Merthiolate® incolor), identificados corretamente. A contagem
dos perfilhos de cada parcela também foi realizada para estimar biometricamente a sua
produtividade. Todos estes procedimentos foram realizados ano a ano iniciando no

primeiro ano apos o plantio, portanto nos anos de 2005, 2006 e 2007.

2.2.8 Analise dos niveis de infeccao em variedades de cana determinados por

imunoensaio

2.2.8.1 Produgéao de antissoro policlonal

O antigeno foi preparado conforme protocolo de Carneiro et al. (2004)
modificado. Células de L. xyli subsp. xyli puras, cultivadas por 10 dias a 28 °C em meio
liquido S8 segundo Davis (1984) descrito anteriormente, foram centrifugadas a 10.000
rom, durante 10 min e ressuspendidas em tampao fosfato salino (PBS). O pellet de
células foi lavado centrifugando e ressuspendido em PBS e as células foram dialisadas
por duas vezes, a noite por 12 h a 4 °C, em solugao de glutaraldeido 2% (preparada em
PBS) e em PBS puro, respectivamente de acordo com Guzman e Victoria (1993). As
células, entdo dialisadas, foram ajustadas na concentragéo para densidade otica de 0,2
de absorbancia a 600nm. Em 2 coelhos da raca Nova Zelandia branco, adquiridos do
biotério da Universidade Estadual Paulista (UNESP) em Araraquara-SP, foram
aplicadas quatro injegbes intramusculares de 2 mL com intervalo de 15 dias, em cada
um deles. Na primeira aplicagao utilizou-se antigeno com adjuvante completo de
Freund (1:1) e, na segunda, adjuvante incompleto de Freund (1:1). As demais

aplicacbes foram realizadas com o antigeno puro. As coletas de sangue ocorreram
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apos 5 dias da ultima aplicagao pela veia arterial das orelhas. O sangue coletado foi
centrifugado a 2.500 rpm, por 10 min, para a total separagédo do plasma dos demais
componentes solidos do sangue. O plasma, agora denominado de anti-soro bruto foi
armazenado em freezer, a -20°C para posterior teste de sua reatividade que foi
realizada em diferentes diluicdes (GUZMAN E VICTORIA, 1993). Neste caso foram
realizadas reagdes contra a bactéria L. xyli subsp. xyli cultivada in vitro e também com
fludo de xilema de cana-de-acucar sabidamente infectada. Avaliagdes de
especificidade também foram realizadas utilizando as bactérias Xanthomonas
albilineans, também habitante dos vasos do xilema da cana-de-agucar agente causal da
escaldadura das folhas e, Acidovorax avenae subsp. avenae, outro patdégeno de
bastante importancia para a cultura, agente causal da estria vermelha (TOKESHI E
RAGO, 2005). As suspensbes bacterianas foram ajustadas para a densidade o6tica de
0,2 absorbancia (600 nm) que correspondem aproximadamente a 1,0 x 108 células/mL
(GUZMAN E VICTORIA, 1993). Fluido de xilema negativo para PCR-especifico também
foi incluido na analise de especificidade do antissoro. O antissoro foi analisado nas
diluicbes de 1:50, 1:1.000, 1:5.000 e, 1:10.000, pela técnica de sorologia “dot-blot

enzyme immunoassay”.

2.2.8.2 Anadlises das amostras por meio de imunoensaio

A técnica de “dot-blot enzyme immunoassay” (HARRISON E DAVIS, 1990),
utilizando antissoro especifico, foi realizada com amostras de fluido vascular de colmos
retirados da base (1° e 2° internddios) de 10 plantas por parcela, coletadas utilizando
pressao positiva. As canas foram cortadas no campo e imediatamente levadas a um
galpdo onde ja anteriormente estavam preparados os materiais necessarios a retirada
das amostras. O conteudo liquido foi acondicionado em microtubos de 1,5 mL contendo
20 uL de solugcéo de merthiolate 0,2% e seguiu para a geladeira até o momento do
transporte para o laboratorio.

No laboratério, o ensaio soroldgico foi iniciado com a hidratagdo da
membrana de nitrocelulose Hybond-ECL neutra (Amershan Bioscience-Alemanha) com

agua ultra-pura (milli-Q), por 10 min. Em seguida as amostras foram aplicadas com
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micropipeta na membrana de nitrocelulose com o uso de um aparato Bio-Dot
Microfiltration Apparatus Bio-Rad (Bio Dot-USA) acoplado @ uma bomba de vacuo
modelo 57 (Marconi-Piracicaba), a pressédo de -200mmHg. A membrana foi, entao,
bloqueada por 1h em solugdo tampdo TS (tris base- tris plusone-Amershan-
Alemanha100mM, pH 7,4; NaCl Jt Baker, México 1,5M; tween 20 Sigma-USA 0,5%)
com 0,3% de leite em pd desnatado (Molico - Nestlé®), lavando-se logo apds, em
solugdo TS, por trés vezes, durante 10 min cada. Em seguida, a membrana foi
incubada em solugdo anti-soro produzido anteriormente (nas diluicdes de 1:500,
1:1.000, 1:5.000 e 1:10.000 no teste do atissoro e na diluicdo de 1:500 para a analises
de diagnoses) por 1h em solugdo TS com 0,1% de leite. Novamente lavada em tampéo
TS, por trés vezes, durante 10 min, a membrana foi incubada por 2h com antissoro de
cabra contra IgG de coelho conjugado a fosfatase-alcalina (Sigma-USA) diluido 1:2000
em solugdo tampéo TS com 0,1% de leite em po6. Foram repetidas as trés lavagens
sucessivas em tampao TS, 10 min cada, e mais uma vez por 15 min em PBS 0,1M
(K2HPO4, Potassium Phosphate Dibasic-Spectrum-Gardena/USA; KH,PO, Potassium
Phosphate-Spectrum-Gardena-USA, agua milli-Q, NaCl Jt Baker (México)). O processo
sorolégico foi finalizado no escuro, local onde a membrana foi mantida por 15 min em
solugdo reveladora (TS, 0,03g de Naphtol-AS-Phosphate Sigma-USA; 0,5ml de
Dimetylformamide Fluka-Switzerland) juntamente com a solugédo Fast Blue BB Salt
Sigma (Germany), previamente preparada (0,1 g de Fast Blue Salt dissolvido em 500
uL de MgCl, para 100 ml de solugao revelagéo). Apds a incubagédo, a membrana foi
lavada em solugao hipoclorito de sodio a 2% sob agitagdo e no escuro para a remogao
do “background”. Todo o processo sorolégico foi conduzido sob agitacédo e a
temperatura ambiente. Controles contendo concentragdes conhecidas de células da

bactéria foram adicionados para comparagao dos niveis de infecgdo expressos.
2.2.9 Analise dos componentes de produgao
Os atributos de produgdo determinantes para a formacdo do potencial

agricola da cana-de-agucar estao diretamente relacionados, segundo Landell e Silva

(2004) com o diametro e a altura dos colmos e o numero de perfilhos. Neste sentido,
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foram realizadas avaliagdes do experimento considerando o didmetro mediano, a altura
da planta e o numero de perfilhos da parcela. Para Stupiello (1987), a qualidade da
cana-de-agucar depende de um grupo de variaveis e ndo apenas do seu rendimento
em sacarose, ainda que este seja o parametro mais importante. Os principais
parametros utilizados para indicar a qualidade sao: a POL (%), o Brix (%) e a pureza
aparente.

As analises tecnoldgicas, utilizadas para expressar o padrdo de qualidade
dos materiais, foram realizadas parte no Laboratério de Analises Tecnolégicas da Usina
da Barra, localizado em Barra Bonita - SP, local onde foi desenvolvido o experimento e
parte no Laboratério de Tecnologia de Alimentos do DTAISER - Departamento de
Tecnologia Agroindustrial e Sécio-Economia Rural do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Sdo Carlos no campus de Araras. Nas analises tecnoldgicas
foram avaliados Brix, que expressa a porcentagem, em peso, de soélidos soluveis
aparentes contidos no caldo da cana, Pol%Cana que é o principal fator considerado na
avaliacdo da cana-de-aclcar para pagamento (LOPES, 1986; CESAR et al. 1993) e o
percentual de fibra (Fibra %).

A amostragem foi composta de dez colmos, colhidos ao acaso na linha, em
cada parcela, para analise tecnolégica (TANIMOTO, 1964; PLANALSUCAR 1980), a fim
de obter dados de Brix, Pol % cana e fibra % cana analisados nos trés anos, sendo, um
ano apos o plantio (cana planta), soca (segundo corte) e re-soca (terceiro corte),
respectivamente. Estes dados juntamente com numero médio de colmos das parcelas,
o diametro médio dos colmos e o tamanho médio de dez plantas utilizando-se o teste
de Tukey a 5% para as comparagdes de médias, de acordo com Pimentel Gomes
(1990). A queda de produtividade (Q%) do 1.° ao 3.° corte foi obtida empregando a
expressao Qx% = [(P1 - Px)/P1] x 100, adaptada de Alvarez et al. (1987), a qual Px
representa a produtividade do corte considerado e P1, a produtividade do tratamento

Controle (Tratamento 1).
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2.2.10 Analise ultra-estrutural do xilema

Cada variedade foi submetida a andlises de microscopia eletrénica de
varredura (M.E.V.) de acordo com a metodologia descrita por Kitajima e Leite (1999).
Os colmos foram analisados com o propdsito de dimensionar o calibre dos vasos do
xilema (metaxilema) e quantificar o numero de conjuntos de feixes vasculares por area
(CFV/cm?) de cada variedade em estudo.

O material vegetal (de cada variedade) foi colocado por 1 hora em fixador
Karnovsky modificado (glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampao cacodilato de
sédio 0,05M, pH 7,2 e CaCl2 0,001 M). Em seguida, foram lavados com tampéo
cacodilato 0,05 M (3 vezes por 10 minutos) e imersos em uma solugao de tetroxido de
o6smio 1% (1 parte da solugéo estoque a 2% e 1 parte de tampéao cacodilato 0,05 M pH
7,2). Esse procedimento foi realizado em capela, onde as amostras ficaram no fixador
por 1 hora a temperatura ambiente. Apos a fixacdo na solugdo de 6smio, as amostras
foram lavadas com &agua destilada e, em seguida, imersas em solugbes de
concentragdes crescentes de alcool (10, 50, 70, 90 e 100%). As amostras foram, em
seguida, secas ao ponto critico em aparelho Balzers CPD 030 para eliminar o alcool e o
material vegetal foi “criofraturado” utilizando nitrogénio liquido. Tal processo foi utilizado
com o objetivo de ndo danificar o material, o que geralmente ocorre quando se utilizam
ldaminas ou bisturis. Apos estes procedimentos, as amostras foram metalizadas com
ouro (MED 010 BALZERS) e visualizadas em microscopio de varredura (ZEISS DSM
940 A).
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Analise dos niveis de infeccao em variedades de cana determinados por

imunoensaio

2.3.1.1 Producgéao de antissoro

O antissoro produzido foi testado nas diluicdes de 1:500, 1:1.000, 1:5.000 e
1:10.000, ocorrendo reagdes positivas contra a bactéria L. xyli subsp. xyli cultivada em
meio de cultura MSC New (Figura 34) e em fluido vascular de cana-de-agucar doente
(Figura 35). Estes resultados superam aqueles conseguidos Guzman e Victoria (1993) e
Gillaspie (1978) que obtiveram titulos de 1:2.560 e 1:1.280, respectivamente e,
corroboram os resultados de Carneiro Jr. (2001) sugerindo também que titulos
superiores poderdo ser conseguidos, se estudados com maiores detalhes. A
especificidade do antissoro foi testada em suspensbes de células de Xanthomonas
albilineans e Acidovorax avenae subsp. avenae, bactérias que infectam a cultura, nao
se observando, contudo, reagdes positivas contra estes patdgenos (Figura 35). A
especificidade do antissoro em bactérias diazotréficas, organismos da microbiota da

cana-de-acgucar, foi também realizada e relatada por Carneiro Jr. (2001).
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Figura 1 - Membrana de nitrocelulose contendo diluigdes da suspensdo de células da
bactéria L. xyli subsp. xyli cultivada em meio de cultura MSC New. 1 -
suspensdo de 10° UFC/mL; 2 - suspens&o de 10 UFC/mL; 3 - suspens3o
de 107 UFC/mL; 4 - suspensdo de 10° UFC/mL; 5 - suspensdo de 10°
UFC/mL; 6 - suspensdo de 10* UFC/mL; 7 - suspenséo de 10° UFC/mL; 8 -
suspensdo de 102 UFC/mL e, 9 - suspensdo de 10" UFC/mL. A, B, C e D,
diluicbes do antissoro bruto, 1:500, 1:1.000, 1:5.000 e, 1:10.000,
respectivamente
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Rl R2 R3 R4

X. albilineans - 1

A. avenae subsn. avenae - 2
Fluido de cana sadia - 3

Fluido de cana infectada com Lxx - 4

Bactéria Ixx nura (10° UFC/mI.) - 5 @ d i

Figura 2 - Membrana de nitrocelulose contendo em: 1 - suspenséo de 10° UFC/mL da
bactéria Xanthomonas albilineans; 2 — suspensdo de 10° UFC/mL da
bactéria Acidovorax avenae subsp. avenae; 3 - fluido de cana sadia, 4 -
fluido de cana doente e, 5 - células da bactéria L. xyli subsp. xyli cultivada
em meio de cultura. R1, R2, R3 e R4, repeti¢des

O sucesso na utilizagdo do antissoro bruto descrito pelo mesmo autor
também foi confirmado nos testes realizados no presente trabalho e o nivel de deteccao
do método de Dot Blot, estimado em 10° células bacterianas por mL, de forma
semelhante, estd de acordo com Harrison e Davis (1990). O método possibilitou a
obtencao de antissoro altamente reativo e especifico sem a necessidade de purificagao
do antissoro bruto mostrando ser, portanto, um método eficiente, simples e rapido para
a producdo de anti-soro policlonal. A técnica de Dot Blot embora seja de menor
sensibilidade que a imunofluorescéncia e o PCR (Carneiro JR., 2001), a reagao de
peroxidase aferida também mostrou-se eficiente e rapida na detecgao de L. xyli subsp.
xyli cultivada em meio de cultura MSC New e nas amostras de fluido vascular de canas-
de-agucar infectadas com a bactéria. Tanto para a diagnose rotineira como para
atender aos objetivos propostos no presente trabalho, a metodologia proporciona
grande utilidade na deteccdo e estudo do patégeno e pode também auxiliar na

implementacao de novas pesquisas que buscam o controle do RSD.
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2.3.1.2 Analises das amostras por meio de imunoensaio

As amostras obtidas de 10 canas de cada parcela foram analisadas no
Laboratorio de Genética Molecar (LAGEM/CCA/UFSCar) pela técnica de técnica de Dot
Blot (dot-blot enzyme immunoassay) de acordo com Harrison e Davis (1990). Os
resultados mostraram que em nenhuma das parcelas analisadas ocorreram reagdes
positivas nos controles, ou seja, nos tratamentos em que os colmos foram submersos
em tampao fosfato sem a bactéria, nos trés anos amostrados (ANEXO B, Figuras B1 a
B11 e Quadros B1 a B11). No primeiro corte, contudo, apenas nao foi detectada a
presenca da bactéria na variedade RB 01, sendo que nas demais variedades ocorreram
reagoes positivas nos tratamentos com “média” e “alta” concentracdes de indculo. Estes
resultados mostram a eficiéncia da metodologia de inoculagdo empregada (HARRISON
E DAVIS, 1986) e que atividade infectiva da estirpe CTC B07 de L. xyli subsp. xyli nos
colmos das diferentes variedades ocorreu também de forma satisfatoria. Na analise da
variedade CB 01 (CB49-260), incluida no estudo como padrao suscetivel, foi possivel
observar (ANEXO B, figura B.11), ja no primeiro corte, a detecgdo da bactéria nos
tratamentos 3 e 4 sendo que neste ultimo, onde foi realizada inoculagbes com alta
concentragao da bactéria, ocorreu, em 100% das amostras, a deteccao de altos niveis
do patogeno (Nivel 3 de infeccdo). Os resultados apresentados mostraram que as
variedades apresentaram diferentes graus de resisténcia a L. xyli subsp. xyli. De acordo
com Davis et al. (1988) e Comstock e Lentini (2005), numa avaliacdo realizada na
Flérida em diferentes cultivares de cana-de-agucar, constatou-se a ocorréncia de
resisténcia de alguns materiais a infeccdo da bactéria L. xyli subsp. xyli, contudo,
nenhum cultivar apresentou-se imune. No presente trabalho, por sua vez, a partir do
segundo ano de coleta e amostragem do experimento, todas as variedades
apresentaram variagées quanto ao grau de colonizagdo da bactéria em todas as
parcelas tratadas com as diferentes concentragbes de indculo. Assim, analises
laboratoriais s&o, portanto, imprescindiveis para o correto diagndstico da doenga. Neste
sentido, analises rotineiras realizadas no LAGEM/CCA/UFSCar desde 2005, com
objetivo avaliar a incidéncia e determinar os niveis de infecgdo da bactéria (HARRISON

E DAVIS, 1986) em viveiros de mudas e canaviais comerciais, evitando assim a
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multiplicacdo de lotes de mudas altamente contaminadas, tém sido realizados com a
funcdo de orientar trabalhos para futuras multiplicagdes de clones ou variedades,
estabelecendo, a real necessidade do uso do tratamento térmico. Em adi¢do, os
resultados permitem monitorar a disseminagao da bactéria dentro das areas plantadas
e talhdes vizinhos. Um levantamento da doenga de 118.826 amostras de 98 variedades
diferentes enviadas ao LAGEM por unidades produtoras de cana-de-agucar do Estado
de Sao Paulo utilizando metodologia sorolégica de Dot Blot, no periodo de 2005 a 2007
mostrou que 4,2% ou seja, 4.962 amostras foram diagnosticadas como positivas. Trés
variedades analisadas com maior incidéncia na diagnose foram: a variedade RB 86
7515 com 15,3% de incidéncia, a SP 81-3250 com 6,5% e a RB 72 454 com 4%.
Embora tenha sido identificada a presenca do patégeno em todas as variedades, na RB
86 7515 ocorreu 85% de Nivel 1 (10° UFC/mL) de infeccdo, 14% de Nivel 2 (10°
UFC/mL) e apenas 1% de Nivel 3 (acima de 108 UFC/mL). A variedade SP 80-1842 foi
a que apresentou maior percentual de Nivel 3, com 9%. Esses resultados sugerem que

as variedades podem variar quanto ao grau resisténcia (GANEM et al., 2007).
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2.3.2 Analise dos componentes de produgao

2.3.2.1 Analise Tecnoldgica

Os atributos avaliados neste item incluiram “Peso”, “Brix, “Pol%Cana” e
“Fibra” e, as tabelas das médias com as analises estatisticas encontram-se no ANEXO
C.

Para a variavel “Peso” apenas as variedades RB 07 e CB 01 apresentaram
diferencas significativas entre as médias dos tratamentos em nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. Na variedade RB 07 as diferengas ocorreram nos
cortes 01 e 02 com diminuicdo da média do peso das parcelas inoculadas em relagao a
testemunha (tratamento “Controle”). No corte 3, contudo, essas diferengas ndo foram
significativas entre as médias dos tratamentos. A variedade padréao (CB 01) por sua vez
apresentou diferencas nos trés cortes avaliados (ano de 2005, 2006 e 2007) com
significativas redugbes do peso médio nas parcelas inoculadas em relagdo ao

tratamento “Controle” (Tabela C.11) .
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Figura 3 — Estimativa da produtividade (A) e Percentual de danos (B), acumulados nos
3 cortes da Variedade RB 01. Tratamento 01 = Controle (sem indculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 células por mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* células por mL e; Tratamento 04 = inoculado com 108
células por mL.
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Figura 4 — Estimativa da produtividade (A) e Percentual de danos (B), acumulados
acumuladas nos 3 cortes da Variedade RB 02. Tratamento 01 = Controle
(sem indculo); Tratamento 02 = inoculado com 107 células por mL;
Tratamento 03 = inoculado com 10* células por mL e; Tratamento 04 =
inoculado com 108 células por mL.
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Figura 5 — Estimativa da produtividade (A) e Percentual de danos (B), acumulados nos
3 cortes da Variedade RB 03. Tratamento 01 = Controle (sem indculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 células por mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* células por mL e; Tratamento 04 = inoculado com 10®
células por mL.




35

100,0 i 94,8
M—‘ 98,1

Ton./ha

R 750

50,0

Tratamentos
Tratamentos

‘DCurte 01 ECorte 02 OCorte 03 ‘

Figura 6 — Estimativa da produtividade (A) e Percentual de danos (B), acumulados nos
3 cortes da Variedade RB 04. Tratamento 01 = Controle (sem indculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 células por mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* células por mL e; Tratamento 04 = inoculado com 10®
células por mL.
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Figura 7 — Estimativa da produtividade (A) e Percentual de danos (B), acumulados nos
3 cortes da Variedade RB 05. Tratamento 01 = Controle (sem indculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 células por mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* células por mL e; Tratamento 04 = inoculado com 10%
células por mL.
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Figura 8 — Estimativa da produtividade (A) e Percentual de danos (B), acumulados nos
3 cortes da Variedade RB 06. Tratamento 01 = Controle (sem inoculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 células por mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* células por mL e; Tratamento 04 = inoculado com 10%
células por mL.
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Figura 9 — Estimativa da produtividade (A) e Percentual de danos (B), acumulados nos
3 cortes da Variedade RB 07. Tratamento 01 = Controle (sem inoculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 células por mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* células por mL e; Tratamento 04 = inoculado com 108
células por mL.
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Figura 10 — Estimativa da produtividade (A) e Percentual de danos (B), acumulados nos
3 cortes da Variedade RB 08. Tratamento 01 = Controle (sem indculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 células por mL; Tratamento 03 =

inoculado com 10* células por mL e; Tratamento 04 = inoculado com 102
células por mL.
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Figura 11 — Estimativa da produtividade (A) e Percentual de danos (B), acumulados nos
3 cortes da Variedade RB 09. Tratamento 01 = Controle (sem indculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 células por mL; Tratamento 03 =

inoculado com 10* células por mL e; Tratamento 04 = inoculado com 102
células por mL.
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Figura 12 — Estimativa da produtividade (A) e Percentual de danos (B), acumulados nos
3 cortes da Variedade RB 10. Tratamento 01 = Controle (sem indculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 células por mL; Tratamento 03 =

inoculado com 10* células por mL e; Tratamento 04 = inoculado com 108
células por mL.
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Figura 13 — Estimativa da produtividade (A) e Percentual de danos (B), acumulados nos
3 cortes da Variedade CB 01. Tratamento 01 = Controle (sem indculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 células por mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* células por mL e; Tratamento 04 = inoculado com 108

células por mL.
Estes resultados confirmam a caracteristica de suscetibilidade da variedade
CB 49-260 a bactéria L. xyli subsp. xyli. Para a mesma variavel (“Peso”), nas demais

variedades e em todos os cortes, o Teste F indicou ndo haver diferencas entre as
médias de tratamentos (figura C.1 a C.10).
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Embora estatisticamente tenha ocorrido diferengas significativas apenas nas
variedades RB 07 e CB 01 acima citadas, numa analise da estimativa da produtividade
em toneladas por hectare (figuras de 3 A a 13 A) e percentuais das perdas (figuras de 3
B a 13 B) dos trés anos estudados, observa-se a ocorréncia de uma tendéncia de
reducdo de produtividade nas variedade RB 01, RB 06 e RB 10 quando se compara o
peso dos tratamentos inoculados com aqueles nao inoculados. O efeito do RSD, neste
caso, torna-se mais evidente (Tabela 2) ao longo dos trés cortes. Nestas condigdes,
considerando o critério produtividade nos ensaios de campo (MATSUOKA, 1980;
DAVIS, 1988) aliados aos niveis de concentragdo da bactéria determinados por Dot
Blot, didaticamente, as variedades foram classificadas quanto ao grau de tolerancia.

A tentativa de classificagao apresentada na Tabela 3 foi realizada tomando-
se como base a variedade padrao CB 01, a qual apresentou reducgdes de 11,2%, 20,2%
e 27,5%, respectivamente nos tratamentos 2, 3, e 4. Portanto, de acordo com estes
critérios, as variedades RB 01, RB 02, RB 06, RB 07, RB 08, RB 09, RB 10 e a
variedade padrdo CB 01 apresentaram comportamento suscetivel, ja que a
produtividade média no tratamento 4 sofreu redugdes acima de 15%, as variedades RB
04 e RB 05 como tolerantes e, embora tenha ocorrido alta infecgao a variedade RB 03,
foi considerada como padrdo intermediario de resisténcia pois a reducdo da
produtividade comparada com a variedade padrao foi bem baixa. Contudo, a redugao
da produtividade em, 13,9%, 8,0%, 4,6% e 22,5% no Tratamento 1 (Controle)
comparada com o Tratamento 2 (baixa concentracdo de indculo) respectivamente nas
variedades RB 01, RB 03, RB 05 e RB 07, pode estar relacionado com a ocorréncia de
erro experimental, uma vez que, nos tratamentos 3 e 4 (média e alta concentragbes de

indculo, respectivamente), os percentuais de redugao da produtividade aumentaram.



Tabela 2 — Médias dos pesos das parcelas (kg) de trés anos das 11 variedades estudadas

Niveis de RB 01 RB 02 RB 03 RB 04 RB 05 RB 06 RB 07 RB 08 RB 09 RB 10 CB 01
Inéculo Médias dos pesos™ das parcelas (kg)

Controle 250,42ab  220,42a 242,082 259,582  290,42a 281,67a 276,25ab  273,75ab  287,50a  310,00ab 348,66a
Baixo 28542a  220,42a  279,58a  248,33a  307,08a  251,25ab 283,33a 267,08ab  261,67a 264,17b 315,00ab
Médio 209,92b 196,67a  249,17a  256,67a  274,58a  272,50ab 238,00b 296,67a 300,42a 316,25a 257,51b

Alto 220,0b 207,082  253,33a  252,08a  279,17a 241,67b 238,83b 252,50b 279,17a  282,92ab 188,54c
Foroinnnl, 4,08** 1,70™ 2,54" 0,78"™ 0,99"™ 4,2 4,49** 2,76"™ 2,42 3,61* 19,73*
Tukey (5%) 63,69 33.45 38,81 21,29 55,07 34,13 42,98 41,91 39,47 48,27 59,79
CV %......... 4,16 14,51 13,88 7,67 17,52 11,94 15,19 14,09 12,81 15,07 19,74
**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nio significativo.

(

V: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nédo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

40
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Tabela 3 — Percentual de danos nos trés anos de analise e
classificagdo quanto ao grau de tolerancia (S) suscetivel,
(I) intermediaria e (T) tolerante

Tratamentos
1 2 3 4
Redugdo da produtividade Classificagido
(%)
RB 01 13,9 0,0 15,5 20,7 S
RB 02 0,0 4.4 14,9 19,7 S
RB 03 8,0 0,0 13,1 12,9 |
RB 04 0,0 1,6 5,2 1,9 T
RB 05 4.6 0,0 16,9 6,2 T
RB 06 0,0 17,5 9,0 26,2 S
RB 07 22,5 0,0 24,1 17,2 S
RB 08 0,1 17,3 0,0 15,2 S
RB 09 0,0 12,2 1,2 16,4 S
RB 10 0,7 24,2 0 15,8 S
CB 01 0,0 11,2 20,2 27,5 S

Para a variavel “Brix” as variedades RB 03, RB 08 e RB 09 apresentaram
diferencas entre as médias com reducao do percentual de seus tratamentos no corte 01
(ANEXO C). Nas variedades RB 04 e CB 01 as diferengas ocorreram no corte 01 e, no
corte 02 apenas na variedade padrao suscetivel também reduzindo o percentual em
relacdo ao tratamento “Controle”. Nas demais variedades, para a mesma variavel, o
Teste F indicou ndo haver diferengas entre as médias de Tratamentos em nenhum dos
anos avaliados. O coeficiente de variagao revela média precisao dos resultados. Brix é
a porcentagem em massa de soélidos soluveis contidos em uma solugdo de sacarose
quimicamente pura. O Pol e o Brix medem a pureza do caldo extraido da moagem da
cana-de-acgucar.

Para a variavel “Pol%Cana”, que € a porcentagem em massa de sacarose
aparente contida em uma solugdo agucarada, as variedades RB 01, RB 03, RB 08 e RB
09 apresentaram diferencas entre as médias de seus tratamentos no corte 01 com
redugao do percentual (ANEXO C). Nas variedades RB 01, RB 04, RB 05 e CB 01 as
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diferencas ocorreram no corte 02 sendo que esta ultima o Teste F indicou haver
diferencas entre as médias de tratamentos. Nas demais variedades, para a mesma
variavel, ndo ocorreram diferengas entre as médias de tratamentos em nenhum dos
anos avaliados no teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para a variavel “Fibra” as variedades RB 01, RB 03 e RB 08 apresentaram
diferengas entre as médias de seus tratamentos nos cortes 01 e 02, e na variedade
padrao, nos cortes 02 e 03 (ANEXO C). Para a mesma variavel nas demais variedades
e nos trés cortes analisados, o Teste F indicou ndo haver diferengas entre as médias de
tratamentos com reducdo em relacdo ao tratamento “Controle”. O coeficiente de
variacdo revela média precisdo dos resultados. O teor de fibra, é paradmetro
fundamental no calculo de ATR (agucares totais recuperaveis). Além disso, a industria
produtora calcula a quantidade de bagaco para a produgado de vapor indispensavel na
producédo de calor para o aquecimento e concentragdo do caldo por evaporagdo nos

processos de fabricagdo de agucar bem como na geragao de energia elétrica.

2.3.2.2 Analise Biométrica

Os atributos avaliados neste item incluiram “didmetro médio dos colmos”,
“altura média das plantas”, “numero médio de perfilhos” e as tabelas das médias com as
analises estatisticas encontram-se no ANEXO D nas figuras de D.1 a D.11.

Para a variavel “didametro médio dos colmos”, apenas as variedades RB 04 e
RB 08 ndo apresentaram diferengas significativas entre as médias dos tratamentos em
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Nas variedades RB 01, RB 02 e CB
01 as diferengas ocorreram nos trés cortes analisados (2005, 2006 e 2007). Nas
demais variedades ocorreram diferengas nos cortes 02 e 03.

Para a variavel “altura média das plantas”, apenas a variedade RB 05 nao
apresentou diferengas entre as médias de seus tratamentos. Nas demais variedades as
diferengas ocorreram no corte 01 para as variedades RB 02, RB 06 e RB 07 e, nos
cortes 02 e 03 nas demais exceto na variedade RB 02,

Para a variavel “numero médio de perfilhos”, apenas a variedade padrao

suscetivel CB 01 apresentou diferengas entre as médias de seus tratamentos. Contudo
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no corte 01 ndo ocorreram diferencas. Nas demais variedades, para a mesma variavel,
nao ocorreram diferengas entre as médias de tratamentos em nenhum dos anos

avaliados segundo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
2.3.2 Analise ultra-estrutural

A anatomia vascular das variedades e o conjunto de feixes vasculares
formados pelo metaxilema, elementos do xilema, floema e lacuna foram examinados
por microscopia eletronica de varredura. Os didmetros médios do metaxilema e o
numero de vasos por centimetro quadrado estdo representados na Tabela 4. Os

valores correspondem as médias obtidas da analise de 10 colmos de cada variedade.

Tabela 4 - Didametro Médio do Metaxilema e Numero Médio de Conjunto de Feixes
Vasculares por cm? das dez variedades RB, mais a variedade padrdo
suscetivel, a CB 49-260 apresentada como CB 01

Variedade Diametro Médio do Numero Médio de Conjunto de

MTX® Feixes/ cm” "

(um) c® c®

RB 01 170,5 A 1 71,0 D 4
RB 02 120,3 BCD 5 142,0 B 2
RB 03 128,0 BC 4 71,0 D 4
RB 04 129,0 BC 4 105,0 C 3
RB 05 115,7 CD 6 142,0 B 2
RB 06 139,5 AB 2 71,0 D 4
RB 07 94,5 CD 6 142,0 B 2
RB 08 132,7 ABC 3 142,0 B 2
RB 09 85,7D 7 177,0 A 1
RB 10 115,0 BCD 5 105,7C 3
CB 01 111,0 BCD 5 71,0 D 4
Foor, 7,53%* 123,61**
Tukey (5%)...... 40,36 5,58
CV %o 13,40 2,02

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: néo significativo.

M): médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro.

@ Classificacdo

O Teste F na variavel didametro médio do metaxilema nas 10 variedades
indicou haver diferencas entre as variedades. As variedades RB 01, RB 06 e RB 08 nao

se diferenciaram entre si mas apresentaram diferengas significativas quando
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comparadas as demais. Estas, apresentaram as maiores médias de diametro, 170,5
Mm, 139,5 ym e 132,7 ym, respectivamente. As variedades RB 02, RB 03, RB 04, RB
06, RB 08, RB 10 e CB 01 nao se diferenciam entre si mas, apresentam diferencas
significativas quando comparadas as demais. Contudo, as variedades RB 07 e RB 09
apresentaram as menores médias de diametro do metaxilema, 94,5 ym e 85,7 ym,
respectivamente. Para a variavel média dos conjuntos de feixes vasculares por
centimetro quadrado o Teste F também indica haver diferencas entre as suas médias.
As variedades RB 01, RB 03, RB 06 e CB 01 apresentaram as menores médias todas
com 71 feixes vasculares/cm? apresentando diferencas significativas quando
comparadas as demais no Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Ao contrario, a
variedade RB 09 apresentou a maior média de numero de conjunto de feixes
vasculares/cm?, diferenciando-se estatisticamente das demais.

Estes resultados mostram que, nas variedades estudadas, quanto maior o
diametro do metaxilema, menor sera quantidade de conjunto de feixes vasculares por
area. Contudo ndo ha nenhuma relagéo direta com o grau de resisténcia da planta. A
planta parece apenas, nestes casos, usar uma forma de compensar o suprimento de
agua com o aumento do diametro ou numero de vasos condutores. A Tabela 4 mostra
que, a exemplo da variedade incluida como padrao suscetivel (CB 01), as variedades
RB 01, RB 03 e RB 06 tiveram também a relacdo didmetro médio do metaxilema e
numero de conjunto de feixes vasculares por centimetro quadrado, proporcionalidades
inversas. Teakle etal. (1978), realizaram estudos sobre as bases anatdbmicas
envolvidas da resisténcia ao RSD em cana e fluxo de agua no interior da planta. As
investigagdes sugerem que cultivares resistentes (aquelas com fluxo lento de agua)
apresentavam também maior ramificagdo nos vasos do metaxilema na regiao nodal se
comparados aos clones suscetivel. Estudos mais aprofundados, quanto a anatomia e
presenca de poros na regidao nodal devem ser ainda realizadas com maior frequéncia
pois, para Teakle e colaboradores estes fatores podem se constituir em caracteristicas
que estariam envolvidas como mecanismos de resisténcia restringindo a distribuicédo do
patégeno ao longo do xilema. Este fato, per se, pode nao ser suficiente para explicar a
imunidade varietal ja que o menor poro existente nas células do metaxilema & maior

que a bactéria do RSD e a possivel resisténcia encontrada pelos pesquisadores
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apresentada pela H60-6909 (um clone testado) poderia ser incrementado pela
produgao de gomas e tiloses pela planta (TEAKLE et al., 1978). Neste sentido, Valarini
(1978) e Davis (1986) compararam as diferencas na conducdo de agua em plantas
infectadas e nao infectadas com RSD de distintos gendtipos e verificaram que nao
havia correlagdo com a resisténcia a doenga. Assim apenas foi possivel a correlagao
direta com a resisténcia ao RSD quando foram realizadas comparagdes dentro do
mesmo cultivar utilizando parcelas sadias e doentes. A micrografia eletronica do corte
transversal de colmos de cana-de-agucar sadia de cada variedade estudada da regiao

do nodal estao apresentados no ANEXO E nas figuras de E.1 a E.11.
2.4 Discussao Geral

Os resultados apresentados no presente trabalho mostraram que nenhuma
variedade analisada apresentou-se como resistente a colonizagdo da bactéria L. xyli
subsp. xyli. Ha, contudo, uma grande variagdo tanto na produtividade das parcelas
analisadas como nos niveis de concentragcdo da bactéria na planta analisadas por
imunoensaio (ANEXOS B, C e D). De uma forma geral, cada variedade apresenta
certas caracteristicas particulares quanto a adaptacédo das condi¢cdes edafoclimaticas, a
produtividade e a resisténcia a pragas e doencas. Neste sentido, a escolha pelos
produtores da variedade ideal a cada ambiente de cultivo € um aspecto muito
importante pois pode proporcionar melhor rendimento agricola sem que haja custo
adicional. De acordo com Davis et al. (1988) e, Comstock e Lentini (2005), numa
avaliagao realizada na Florida em diferentes cultivares de cana-de-agucar, constatou-se
que alguns materiais apresentavam carater tolerante a infeccado da bactéria L. xyli
subsp. xyli, contudo, nenhum cultivar apresentou-se imune. No presente trabalho a
maioria das variedades apresentou carater suscetivel, uma vez que, foram encontrados
danos elevados na produtividade nas variedades RB 01 (RB 72 454), RB 02 (RB 83
5486), BR 06 (RB 86 7515), RB 07 (RB 92 8064), RB 08 (RB 92 5211), RB 09 (RB 92
5345),RB 10 (RB 92 5268) e CB 01 (CB 49-260). Além disso, as mesmas variedades
apresentaram altos niveis de infeccdo pelo patégeno, com até 100% de Nivel 3 de
infeccdo ou seja 1,0 X 108 UFC/mL nas parcelas tratadas com alta concentragdo de

in6culo. Assim, a utilizacdo de métodos que quantificam a densidade populacional, a
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taxa de colonizagao ou niveis de concentragdo do patdogeno pode ser util na avaliagéo
de materiais com resistentes. Porém, a diagnose da doenca e sua correlagdo com
danos e consequentes perdas na producgao, efetivamente, para o reconhecimento da
resisténcia/suscetibilidade de cultivares, ndo estdo ainda bem elucidadas. Ensaios de
campo comparando parcelas sadias e doentes continuam ainda sendo a unica
metodologia capaz de determinar o efeito do RSD em cultivares de cana-de-agucar
(DAVIS, 1988). O uso de métodos soroldgicos, contudo, ja foi sugerido para analisar a
taxa de infeccdo da bactéria L. xyli subsp. xyli para programas de melhoramento
genético (GIGLIOTI, 1997) que conciliado a outras metodologias tém o propdsito de
identificar gendtipos resistentes ao RSD. No entanto, a primeira avaliagdo com base na
taxa de infec¢do, foi realizada por Ros (2004) na busca de fontes de progenitores
resistentes para aumentar a frequéncia de progéneses tolerantes ao RSD e, assim,
seleciona-las durante a etapa de desenvolvimento de novas variedades. Segundo Davis
(1994) e Miller et al. (1995) a capacidade que cada variedade tem em limitar a taxa de
colonizagcdo da bactéria € inversamente proporcional a sua propria colonizacéo e,
medidas fitossanitarias tradicionais para seu controle ndo sdo 100% eficientes. Neste
sentido, € provavel que a bactéria ainda esteja causando perdas consideraveis nos
canaviais brasileiros até os dias de hoje e portanto a adogdo de medidas sanitarias
mais eficientes e esfor¢os na obtencao de variedades resistentes devem ser adotados e
estudados com mais ateng&o pelos programas de melhoramento genético (ROS, 2004).
Um sistema de orientagdo para a tomada de medidas de controle do RSD baseado na
resisténcia e tolerancia de gendtipos de cana-de-agucar em muito contribui para
racionalizar o manejo varietal pois, visa manter a doenga abaixo do nivel econémico de
dano, para que nao haja comprometimento da produtividade de canaviais comerciais.
Atualmente a maioria dos programas de melhoramento tem a disponibilidade
de sistemas de orientacdo para atender as unidades produtoras de cana. Contudo,
considerando a teoria de que “controle em excesso € tao ineficiente quanto a auséncia
de controle” como relatam Bergamim Filho e Amorim (1996), o dilema da real
necessidade de tratar mudas de todos os gendtipos e gastar desnecessariamente com
aqueles resistentes ou simplesmente nao tratar nenhuma e perder dinheiro mediante a

utilizacdo de gendtipos intolerantes ou susceptiveis parece ainda persistir. De qualquer



47

forma, o balango econémico entre os gastos desnecessarios e as perdas causadas pela
bactéria L. xyli subsp. xyli é fungcdo da proporcédo da area ocupada por genotipos
intolerantes e suscetiveis e o dilema citado poderia ser resolvido se gendtipos com
baixo potencial epidemiolégico fossem identificados dentre aqueles liberados para o
uso comercial (ROS, 2004). Assim, somente 0s gendtipos com potencial epidemioldgico
elevado seriam submetidos ao tratamento térmico permanecendo as praticas de
desinfestacdao de equipamentos de plantio e colheita a cada mudanca de talhdo. Desta
forma, esta racionalizagdo evitaria gastos por falta ou excesso de medidas
fitossanitarias, permitindo maior adesao e sucesso ao controle integrado ao RSD por
parte dos produtores.

A dificuldade de diagnosticar a doenga no campo e a transmisséao facilitada
por instrumentos de corte nos processos de plantio e colheita continuam fazendo desta
doenga uma ameaga aos canaviais de todo o pais. A idéia de que a avaliagdo do
numero de feixes vasculares e o calibre dos vasos condutores de seiva bruta ndo surgiu
recentemente (TEAKLE et.al.,1978). Contudo nas variedades estudadas no presente
trabalho parece nado haver relagao entre estes componentes fisiolégicos com a
resisténcia da planta. Plantas que apresentaram carater suscetivel quantos ao danos
apresentados na produtividade e concentragdo do patdgeno determinado por sorologia
apresentaram diferencas entre o numero de feixes vasculares o didmetro do
metaxilema analisados pelo microscopio eletrénico de varredura (ANEXO E)

Entao, testes de rotina para a orientagdo da escolha e manejo de gendtipos
de cana-de-agucar para o controle integrado devem ser dirigidos associando métodos
de diagnésticos como Dot Blot (CHAGAS, 1986), MCVX e TBIA (GIGLIOTI, 1997) com
dados de producgao de parcelas sadias e doentes (MATSUOKA, 1980; GIGLIOTI, 1997).
Diante destes fatos, analises laboratoriais s&o imprescindiveis para o correto
diagndstico da doenca. Neste sentido, analises rotineiras tém sido realizadas no
LAGEM/CCA/UFSCar desde 2005. O programa tem como objetivo avaliar a incidéncia e
determinar os niveis de infecgdo da bactéria (HARRISON E DAVIS, 1986) em viveiros
de mudas e canaviais comerciais, evitando assim a multiplicacdo de lotes de mudas
altamente contaminadas. Em adi¢do, tem fungdo de orientar trabalhos para futuras

multiplicacdes de clones ou variedades, estabelecendo, a real necessidade do uso do
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tratamento térmico. Os resultados das analises permitem também monitorar a
disseminacao da bactéria dentro das areas plantadas e talhdes vizinhos. Desta forma, a
obtencéo e posterior utilizagdo de mudas limpas, que resultem em produtos de alta
qualidade e produtividade, iniciam-se com diagndsticos precisos, praticas fitossanitarias
e, caso haja necessidade, o uso da termoterapia.

Cabe também, aqui no presente trabalho, destacar a importancia da atuagao
dos programas de melhoramento genético que ha anos vém testando novas cultivares
de cana e seus derivados e trabalhos onde se compara novos materiais com aqueles

atualmente em uso, sdo de extrema importancia para todo o sistema produtivo.
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3 CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados foi possivel concluir que:

1. As variedades RB 01 (RB 72 454), RB 02 (RB 83 5486), BR 06 (RB 86 7515), RB
07 (RB 92 8064), RB 08 (RB 92 5211), RB 09 (RB 92 5345) e RB 10 (RB 92
5268) comportaram-se como variedades suscetiveis, uma vez que,
apresentaram as maiores reducdes das produtividades e altos niveis de infecgao

da bactéria;

2. Apenas a variedade RB 03 (RB 85 5156) comportou-se como variedade de

resisténcia intermediaria;

3. As variedades RB 04 (RB 85 5453) e RB 05 (RB 85 5536), ambas com elevados
niveis de colonizagdo do patégeno, comportaram-se como tolerantes, uma vez

que, apresentaram as menores perdas de produtividade média;

4, Os danos apresentados tiveram relacao direta com as concentragcdes do indculo,
isto €, quanto maior a concentragcao de indculo, maiores foram as redugdes da
produtividade apresentadas nas variedades menos tolerantes, sendo 27,5%,
26,2%, 20,7%, 19,7%, 17,2%, 16,4%; 15,8% e 15,2%, respectivamente nas
variedades CB 01 (CB 49-260), BR 06 (RB 86 7515),RB 01 (RB 72 454), RB 02
(RB 83 5486), RB 07 (RB 92 8064), RB 09 (RB 92 5345), RB 10 (RB 92 5268) e
RB 08 (RB 92 5211);

5. Nao ha correlagcbes entre o tamanho médio do metaxilema e o numero de feixes

vasculares por area com a resisténcia da planta.
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ANEXO A CROQUI DO EXPERIMENTO

PMGCA/UFSCar Exp.de RSD
Local: Barra Bonita - SP Tipo de solo: Argiloso
Data de plantio: 23/11/04 Espagamento: 1,50 x 0,50 m

25 | 39 | 27 | 37 | 11 3 6 | 33 | 32| 20

R, |36 2 |34 4 [10]18]15[29] 8 |21

16 | 22 | 14 | 24 | 31 | 38 | 35 9 28 1

5 19 7 17 | 30 | 23 | 26 | 12 | 13 | 40

22 | 14 | 24 | 25 | 31 | 38 | 35 8 23 1

R 19 | 34 | 37 5 29 3 11 | 32 | 40 | 20
3.

7 (27| 17 | 16 | 33 6 |26 | 13 | 15 | 12

36 | 2 39 4 10 | 18 | 30 | 28 9 | 21

Fundos:

80m 38 7 [ 1428 [ 16313524 [33] 22

R, 3 34 | 27 1 11 | 39 6 40 | 25 5

8 12 | 23 | 30 | 20 | 19 | 26 | 17 | 21 | 37

32 | 29 | 18 9 36 | 10 | 15 4 13 2

15 | 20 | 28 | 22 5 18 4 10 | 34 | 32

R, 40 | 13 | 12 | 23 | 26 9 17 | 30 7 19

27 | 37 | 33 2 6 3 29 | 11 | 16 | 39

v 1 |36 | 8 |38 35|21 |24 |31 14|25
) Frente: 45m (30 sulcos de 1,5 de distancia) >
Legenda
Siglas | Variedades Tratamentos
Controle | 1,0x10°UFC/mL | 1,0x10°UFC/mL | 1,0 x 10° UFC/mL

RB 01 RB 72 454 01 11 21 31
RB 02 | RB 83 5486 02 12 22 32
RB 03 | RB 855156 03 13 23 33
RB 04 | RB 855453 04 14 24 34
RB 05 | RB 855536 05 15 25 35
RB 06 | RB 86 7515 06 16 26 36
RB 07 | RB 92 8064 07 17 27 37
RB 08 | RB 925211 08 18 28 38
RB 09 | RB 925345 09 19 29 39
RB 10 | RB92 5268 10 20 30 40
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Figura B.1 - Diagndstico de RSD utilizando a técnica de Dot Blot. Membranas
de Nitrocelulose com amostras da variedade RB 01 referente aos
anos de 2005, corte 01; 2006, corte 02 e; 2007, corte 03. a)
Repeticdes 1 e 2 e b) Repeticbes 3 e 4. De 1 a 10, amostras das
parcelas. Tratamentos A e E (sem inoculagéo), B e F (inoculagéo
de 102 UFC/mL) C e H (inoculagdo de 10* UFC/mL) e, D e |

(inoculacdo com 10%® UFC/mL).

C1, C2 e C3 controles (10°

UFC/mL, 10* UFC/mL e negativo, respectivamente)



Variedade Corte Tratamento Niveis de Infeccdo (%)

Controle Baixo Meédio Alto

1 100 0 0 0

2 100 0 0 0

01 3 100 0 0 0

4 100 0 0 0

1 100 0 0 0

RB 01 2 100 0 0 0

02 3 0 100 0 0
4 0 0 0 100

1 100 0 0 0

2 10 90 0 0

03 3 12,5 37,5 50 0

4 15 0 0 85

Quadro B.1 - Resumo do diagnéstico da variedade RB 01 de amostras coletadas
nos anos de 2005, 2006 e 2007
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Figura B.2 - Diagnostico de RSD utilizando a técnica de Dot Blot. Membranas

de Nitrocelulose com amostras da variedade RB 02 referente aos
anos de 2005, corte 01; 2006, corte 02 e; 2007, corte 03. a)
Repeticbes 1 e 2 e b) Repeticées 3 e 4. De 1 a 10, amostras das
parcelas. Tratamentos A e E (sem inoculagao), B e F (inoculagao
de 102 UFC/mL) C e H (inoculacdo de 10* UFC/mL) e, D e |
(inoculacdo com 10® UFC/mL). C1, C2 e C3 controles (108
UFC/mL, 10* UFC/mL e negativo, respectivamente)



Variedade Corte Tratamento Niveis de Infeccdo (%)

0 Baixo Médio Alto

1 100 0 0 0

2 100 0 0 0

01 3 100 0 0 0

4 12,5 37,5 0 50

1 100 0 0 0

RB 02 2 100 0 0 0
02 3 25 60 32,5 17,5
4 22,5 0 20 57,5

1 100 0 0 0

2 10 90 0 0
03 3 5 12,5 0 82,5
4 2,5 5 0 92,5

Quadro B.2 - Resumo do diagnéstico da variedade RB 02 de amostras coletadas
nos anos de 2005, 2006 e 2007
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Figura B.3 - Diagnéstico de RSD utilizando a técnica de Dot Blot. Membranas

de Nitrocelulose com amostras da variedade RB 03 referente aos
anos de 2005, corte 01; 2006, corte 02 e; 2007, corte 03. a)
Repeticbes 1 e 2 e b) Repetigdes 3 e 4. De 1 a 10, amostras das
parcelas. Tratamentos A e E (sem inoculagao), B e F (inoculagéo
de 102 UFC/mL) C e H (inoculagdo de 10* UFC/mL) e, D e |
(inoculagdo com 10® UFC/mL). C1, C2 e C3 controles (108

UFC/mL, 10* UFC/mL e negativo, respectivamente)




Variedade Corte Tratamento Niveis de Infeccdo (%)
0 Baixo Médio Alto
1 100 0 0 0
2 100 0 0 0
01 3 57,5 32,5 7,5 2,5
4 17,5 0 42,5 40
1 100 0 0 0
RB 03 2 77,5 22,5 0 0
02 3 30 15 0 55
4 0 0 0 100
1 100 0 0 0
2 32,5 67,5 0 0
03 3 15 60 0 25
4 15 5 0 80

Quadro B.3 - Resumo do diagnéstico da variedade RB 03 de amostras coletadas
nos anos de 2005, 2006 e 2007




a) b)

1.2 3 4 5 68 7 8 989 10 : 1 2 3 4 58 78 9 10
C A 0 |c Ai e
O = C2 4 icz
R c ca - ]cs
T| ¢ 00000 e D‘ 00000000 C |
E| ¢ il |
o " | |H‘ . ‘
1 eoeoceee® ee ~ | 0© _ 00000
c R ' o ci
o B @ c2
R - \ 006 -
T '@00€00 000 Sem dados
E E
0| 000000 000
c 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 ”.__C1 1.2 3 4 56 7 8 9 10
o’ ok - ®
R } o P _

c N — 1l 0000000009 €
E , 97999 (FY 90000000009
F —~ F (=

0l @ o ‘ | o0 ©0® e
3. © 0000000 | 0000000000

Figura B.4 - Diagnéstico de RSD utilizando a técnica de Dot Blot. Membranas

de Nitrocelulose com amostras da variedade RB 04 referente aos
anos de 2005 (corte 01), 2006 (corte 02) e, 2007 (corte 03). a)
Repeticdes 1 e 2 e, b) Repeticdes 3 e 4. De 1 a 10, amostras das
parcelas. Tratamentos A e E (testemunha, sem inoculagéo), B e F
(inoculacdo de 10?2 UFC/mL) C e H (inoculagdo de 10* UFC/mL)
e, D e | (inoculagdo com 10® UFC/mL). C1, C2 e C3 controles
(108 UFC/mL, 10* UFC/mL e negativo, respectivamente)
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Variedade Corte Tratamento Niveis de Infeccdo (%)
0 Baixo Médio Alto
1 100 0 0 0
2 100 0 0 0
01 3 97,5 2,5 0 0
4 5 20 0 75
1 100 0 0 0
RB 04 2 50 0 0 0
02 3 17,5 0 30 2,5
4 2,5 0 15 32,5
1 100 0 0 0
2 22,5 60 15 2,5
03 3 10 47,5 2,5 40
4 10 2,5 0 87,5

Quadro B.4 - Resumo do diagnéstico da variedade RB 04 de amostras coletadas
nos anos de 2005, 2006 e 2007
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Figura B.5 - Diagndstico de RSD utilizando a técnica de Dot Blot. Membranas
de Nitrocelulose com amostras da variedade RB 05 referente aos
anos de 2005, corte 01; 2006, corte 02 e; 2007, corte 03. a)
Repeticbes 1 e 2 e b) Repeticées 3 e 4. De 1 a 10, amostras das
parcelas. Tratamentos A e E (sem inoculagao), B e F (inoculagao
de 102 UFC/mL) C e H (inoculacdo de 10* UFC/mL) e, D e |
(inoculacdo com 10® UFC/mL). C1, C2 e C3 controles (108

UFC/mL, 10* UFC/mL e negativo, respectivamente)
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Variedade Corte Tratamento Niveis de Infeccdo (%)
0 Baixo Médio Alto
1 100 0 0 0
2 100 0 0 0
01 3 92,5 7,5 0 0
4 5 10 55 30
1 100 0 0 0
RB 05 2 100 0 0 0
02 3 0 0 100 0
4 0 0 0 100
1 100 0 0 0
2 100 0 0 0
03 3 7,5 7,5 82,5 2,5
4 12,5 0 0 87,5

Quadro B.5 - Resumo do diagnéstico da variedade RB 05 de amostras coletadas
nos anos de 2005, 2006 e 2007
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Figura B.6 - Diagndstico de RSD utilizando a técnica de Dot Blot. Membranas
de Nitrocelulose com amostras da variedade RB 06 referente aos
anos de 2005, corte 01; 2006, corte 02 e; 2007, corte 03. a)
Repeticdes 1 e 2 e b) Repeticdes 3 e 4. De 1 a 10, amostras das
parcelas. Tratamentos A e E (sem inoculagao), B e F (inoculagao
de 102 UFC/mL) C e H (inoculacdo de 10* UFC/mL) e, D e |
(inoculacdo com 10® UFC/mL). C1, C2 e C3 controles (108
UFC/mL, 10* UFC/mL e negativo, respectivamente)
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Variedade Corte Tratamento Niveis de Infeccdo (%)
0 Baixo Médio Alto
1 100 0 0 0
2 100 0 0 0
01 3 75 25 0 0
4 5 15 0 80
1 100 0 0 0
RB 06 2 100 0 0 0
02 3 62,5 32,5 2,5 2,5
4 15 2,5 57,5 25
1 100 0 0 0
2 35 40 25 0
03 3 30 22,5 0 47,5
4 40 0 0 60

Quadro B.6 - Resumo do diagnéstico da variedade RB 06 de amostras coletadas
nos anos de 2005, 2006 e 2007
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Figura B.7 - Diagnostico de RSD utilizando a técnica de Dot Blot. Membranas
de Nitrocelulose com amostras da variedade RB 07 referente aos
anos de 2005, corte 01; 2006, corte 02 e; 2007, corte 03. a)
Repeticbes 1 e 2 e b) Repeticées 3 e 4. De 1 a 10, amostras das
parcelas. Tratamentos A e E (sem inoculagao), B e F (inoculacado
de 102 UFC/mL) C e H (inoculacdo de 10* UFC/mL) e, D e |
(inoculacdo com 10 UFC/mL). C1, C2 e C3 controles (108

UFC/mL, 10* UFC/mL e negativo, respectivamente)
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Variedade Corte Tratamento Niveis de Infeccdo (%)

0 Baixo Médio Alto

1 100 0 0 0

2 100 0 0 0

01 3 100 0 0 0
4 2,5 55 0 42,5

1 100 0 0 0

RB 07 2 100 0 0 0

02 3 60 40 0 0

4 0 0 5 95

1 100 0 0 0

2 37,5 37,5 0 25
03 3 32,5 17,5 32,5 17,5

4 25 2,5 57,5 15

Quadro B.7 - Resumo do diagnéstico da variedade RB 07 de amostras coletadas
nos anos de 2005, 2006 e 2007
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Figura B.8 - Diagnostico de RSD utilizando a técnica de Dot Blot. Membranas
de Nitrocelulose com amostras da variedade RB 08 referente aos
anos de 2005, corte 01; 2006, corte 02 e; 2007, corte 03. a)
Repeticbes 1 e 2 e b) Repeticées 3 e 4. De 1 a 10, amostras das
parcelas. Tratamentos A e E (sem inoculagao), B e F (inoculacado
de 102 UFC/mL) C e H (inoculacdo de 10* UFC/mL) e, D e |
(inoculagdo com 10® UFC/mL). C1, C2 e C3 controles (102

UFC/mL, 10* UFC/mL e negativo, respectivamente)
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Variedade Corte Tratamento Niveis de Infeccdo (%)
0 Baixo Médio Alto
1 100 0 0 0
2 100 0 0 0
01 3 82,5 17,5 0 0
4 0 12,5 25 62,5
1 100 0 0 0
RB 08 2 100 0 0 0
02 3 45 17,5 25 12,5
4 25 0 52,5 22,5
1 100 0 0 0
2 2 50 0 20
03 3 30 0 0 70
4 5 0 90 5

Quadro B.8 - Resumo do diagnéstico da variedade RB 08 de amostras coletadas
nos anos de 2005, 2006 e 2007
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Figura B.9 - Diagndstico de RSD utilizando a técnica de Dot Blot. Membranas

de Nitrocelulose com amostras da variedade RB 09 referente aos
anos de 2005, corte 01; 2006, corte 02 e; 2007, corte 03. a)
Repeticbes 1 e 2 e b) Repeticdes 3 e 4. De 1 a 10, amostras das
parcelas. Tratamentos A e E (sem inoculacédo), B e F (inoculagao
de 102 UFC/mL) C e H (inoculacdo de 10* UFC/mL) e, D e |
(inoculacdo com 10%® UFC/mL). C1, C2 e C3 controles (102

UFC/mL, 10* UFC/mL e negativo, respectivamente)
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Variedade Corte Tratamento Niveis de Infeccdo (%)
0 Baixo Médio Alto
1 100 0 0 0
2 100 0 0 0
01 3 85 15 0 0
4 7,5 5 10 50
1 100 0 0 0
RB 09 2 100 0 0 0
02 3 10 60 30 0
4 0 0 0 100
1 100 0 0 0
2 45 55 0 0
03 3 55 0 40 5
4 20 0 0 80

Quadro B.9 - Resumo do diagnéstico da variedade RB 09 de amostras coletadas
nos anos de 2005, 2006 e 2007
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Figura B.10 - Diagndstico de RSD utilizando a técnica de Dot Blot. Membranas
de Nitrocelulose com amostras da variedade RB 10 referente aos
anos de 2005, corte 01; 2006, corte 02 e; 2007, corte 03. a)
Repeticbes 1 e 2 e b) Repeticbes 3 e 4. De 1 a 10, amostras das
parcelas. Tratamentos A e E (sem inoculagao), B e F (inoculagao
de 102 UFC/mL) C e H (inoculagdo de 10* UFC/mL) e, D e |
(inoculacdo com 10® UFC/mL). C1, C2 e C3 controles (10

UFC/mL, 10* UFC/mL e negativo, respectivamente)
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Variedade Corte Tratamento Niveis de Infeccdo (%)
0 Baixo Médio Alto
1 100 0 0 0
2 100 0 0 0
01 3 92,5 7,5 0 0
4 50 0 20 30
1 100 0 0 0
RB 10 2 100 0 0 0
02 3 100 0 0 0
4 35 0 65 0
1 100 0 0 0
2 30 55 15 0
03 3 15 2,5 55 27,5
4 25 0 0 75

Quadro B.10 - Resumo do diagndstico da variedade RB 10 de amostras coletadas
nos anos de 2005, 2006 e 2007
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Figura B.11 - Diagndstico de RSD utilizando a técnica de Dot Blot. Membranas
de Nitrocelulose com amostras da variedade CB 49-260
(controle) referente aos anos de 2005, corte 01; 2006, corte 02 e;
2007, corte 03. a) Repetigdes 1 e 2 e b) Repeticdes 3 e 4. De 1 a
10, amostras das parcelas. Tratamentos A e E (sem inoculagéo),
B e F (inoculacdo de 102 UFC/mL) C e H (inoculagdo de 10*
UFC/mL) e, D e | (inoculagdo com 10® UFC/mL). C1, C2 e C3
controles (108 UFC/mL, 10* UFC/mL e negativo,
respectivamente)
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Variedade Corte Tratamento Niveis de Infeccdo (%)
0 Baixo Médio Alto
1 100 0 0 0
2 100 0 0 0
01 3 27,5 0 72,5 0
4 0 0 0 100
1 100 0 0 0
CB 01 2 100 0 0 0
02 3 0 25 55 20
4 0 25 17,5 57,5
1 100 0 0 0
2 10 90 0 0
03 3 15 7,5 77,5 0
4 0 0 0 100

Quadro B.11 - Resumo do diagndstico da variedade CB 01 de amostras coletadas
nos anos de 2005, 2006 e 2007
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ANEXO C ANALISE TECNOLOGICA

Tabela C.1 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Peso, Brix, Pol%Cana e Fibra e resumo da

andlise de variancia do experimento da Variedade RB 01"

Corte 01 Corte 02 Corte 03
Tratamentos Peso Brix Pol %  Fibra Peso Brix Pol % Fibra Peso Brix Pol % Fibra
(kg) (%) Cana (%) (kg) (%)  Cana (%) (kg) (%) Cana (%)

médias
Controle 225,00a 22,15a 19,70a 12,31b  225,00a 17,81ab 14,99ab 14,89a 301,25a 17,33a 14,16a 11,31a
Baixo 288,75a 22,99a 20,93a 13,55a 288,75a 16,92b 13,99b 14,63a 278,75a 17,13a 13,89a 11,48a
Médio 230,50a 23,02a 20,73b 11,99b 230,50a 19,47a 16,65a 14,70a 186,25a 17,98a 14,96a 11,09a
Alto 224,75a 22,53a 20,15ab 12,66b 224,75a 19,44a 16,58a 15,23a 210,50a 15,88a 13,15a 10,72a
Forres 1,72 291™  578** 544**  [,72™ 977*% 855*% 0,57 2,89™ 1,50™ 1,35™ 0,84™
Tukey 5%). 99,6 1,02 0,98 1,21 99,60 1,70 1,85 1,48 13490 3,02 2,71 1,50
CV (%)..... 19,58 2,14 2,28 4,56 19,58 4,39 5,68 4,75 26,31 841 9,18 6,40

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna n&o diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Tabela C.2 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Peso, Brix, Pol%Cana e Fibra e resumo da analise

de variancia do experimento da Variedade RB 02"

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Peso Brix  Pol %  Fibra Peso Brix Pol %  Fibra Peso Brix  Pol %  Fibra

(kg) (o) Cana (%) (kg) (7o) Cana (%) (kg) (o) Cana (%)

médias

Controle 207,50a 21,87b 19,23b 12,90a  207,50a 18,07ab 15,07ab 15,05a  246,25a 17,48a 14,282 11,34a
Baixo 211,25a 21,77b 19,26b 12,40a  211,25a 17,66ab 14,64ab 13,71a  238,75a 16,90a 13,71a 11,55a
Médio 171,25a 21,58b 19,03b 12,98a  156,25a 16,81b  13,59b 14,48a  262,50a 18,282 15,16a 11,19a
Alto 180,00a 23,10a 20,98a 12,44a  180,00a 19,29a 16,632 14,76a  261,25a 17,43a 14,25a 11,56a
Forrein, 1,86™  7,96*%* 10,08** 1,49™ 2,99™  4,18**  525%*% 297%™ 0,72™ 0,55™ 048™ 0,63™
Tukey 5%). 61,26 1,03 1,20 1,05 62,60 2,12 2,32 1,40 57,45 3,23 3,63 0,94
CV (%)...... 15,15 2,22 2,91 3,95 15,79 5,63 7,36 4,61 10,85 8,77 12,04 3,93

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: n&o significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Tabela C.3 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Peso, Brix, Pol%Cana e Fibra e resumo da analise de

variancia do experimento da Variedade RB 03"

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Peso Brix Pol %  Fibra Peso Brix  Pol%  Fibra Peso Brix  Pol % Fibra

(kg) (7o) Cana (7o) (kg) (%) Cana (%) (kg) (o) Cana (%)

médias

Controle 238,75a 23,770a 21,42a  13,69a 238,75a 17,85a 15,18a 16,36a 248,75a 1823a 15,26a 11,11a
Baixo 275,00a  20,05¢ 17,22¢  11,78c 275,00a 16,30a 12,99a 14,26b 288,75a 17,80a 14,47a 11,53a
Médio 248,75a  22,02b  19,48b 12,28bc  248,75a 17,35a 14,16a 14,490 250,00a 18,28a 15,21a 11,17a
Alto 258,75a 22,64ab 20,52ab 13,17ab  258,75a 17,09a 14,07a 15,08ab  242,50a 17,90a 14,87a 11,18a
Forrnis 0,72 32,01** 28,00** 10,11** 0,72™ 1,22™ 1,71  5,54** 1,08™ 025™ 052" 2,09
Tukey 5%). 76,46 1,14 1,43 1,14 76,46 2,45 2,88 1,68 85,33 1,98 2,16 0,56
CV (%)..... 14,26 2,45 3,47 4,25 14,26 6,81 9,71 5,33 15,78 5,24 6,87 2,36

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: n&o significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.



84

Tabela C.4 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Peso, Brix, Pol%Cana e Fibra e resumo da analise de

variancia do experimento da Variedade RB 04"

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Peso Brix Pol %  Fibra Peso Brix Pol %  Fibra Peso Brix  Pol % Fibra

(kg) (7o) Cana (%) (kg) (7o) Cana (7o) (kg) () Cana (%)

médias

Controle 261,25a 22,89a 20,10ab 12,80a 261,25a 18,97a 16,0la 14,4lab  256,25a 17,95a 14,89a 11,50a
Baixo 250,00a 22,49ab 20,35a 13,02a  250,00a 18,86ab 15,8la 15,68a 245,00a 18,38a 15,66a 11,39a
Médio 251,25a  21,99b 19,30b 12,20a  251,25a 17,19bc 14,26ab 14,40ab  267,50a 18,382 15,21a 11,44a
Alto 247,50a 22,17ab 19,56ab 12,92a  247,50a 17,0lc 13,96b  13,38b 261,25a 17,63a 14,16a 11,30a
| PR 0,34™  4,68**  513** 0,76™ 0,34™  6,34%*%  6,12%*%  6,23%* 0,97™ 046™ 1,17 0,12™
Tukey 5%). 43,77 0,77 0,89 1,76 43,77 1,75 1,78 1,59 40,50 2,27 2,44 1,03
CV (%)...... 8,25 1,64 2,14 6,60 8,25 4,63 5,66 5,22 7,49 5,97 7,75 4,29

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: n&o significativo.

M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.



85

Tabela C.5 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Peso, Brix, Pol%Cana e Fibra e resumo da andlise de

variancia do experimento da Variedade RB 05

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Peso Brix Pol %  Fibra Peso Brix Pol %  Fibra Peso Brix  Pol%  Fibra

(kg) (7o) Cana (%) (kg) (7o) Cana (%) (kg) (%) Cana (%)

médias

Controle 286,25a 21,11b  18,68b 12,66b  286,25a 17,02ab  13,8b  14,02a  298,75a 18,30a 15,19a 11,43ab
Baixo 301,25a 22,13ab 19,97ab 11,89b  301,25a 18,4la 15,77a 14,84a  318,75a 18,25a 15,20a 11,00b
Médio 245,00a 23,49a 21,27a 13,82a  245,00a 18,17a 15,21ab 15,70a  333,75a 17,90a 14,88a 11,84a
Alto 287,50a 21,09b 1840b 12,51b  265,00a 16,17b  12,90c 13,99a  285,00a 17,23a 14,17a 11,63ab
| SR 0,76™  5,09%*  6,27** 11,07**  0,65™  837** 11,69*%* 332™ 1,79™  1,08™ 0,77 4,98**
Tukey 5%). 117,10 2,11 2,21 1,02 128,22 1,52 1,61 1,86 67,52 2,00 2,31 0,68
CV (%)...... 19,91 4,58 5,38 3,80 22,25 4,14 5,30 6,05 10,40 5,32 7,40 2,81

**. Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: n&o significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Tabela C.6 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Peso, Brix, Pol%Cana e Fibra e resumo da analise de

variancia do experimento da Variedade RB 06"

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Peso Brix  Pol %  Fibra Peso Brix Pol %  Fibra Peso Brix  Pol% Fibra

(kg) (%) Cana (%) (kg) (7o) Cana (%) (kg) (o) Cana (%)

médias

Controle 280,00a 21,52c 18,98c 13,03ab  300,00a 17,44bc 14,23bc 13,81b  265,00a 17,90a 15,12a 10,86a
Baixo 250,00a 23,42a 21,34a 13,77a 250,00a 16,62c¢  13,40c 15,25a  253,75a 18,10a 15,04a 11,46a
Médio 275,00a 23,17a 20,95a 12,07b 268,75a 19,56a 16,94a 15,20a  273,75a 18,33a 15,19a 11,35a
Alto 243,75a 22,32b 19,97b 13,21ab  243,75a 18,87ab 16,04ab 15,46a  237,50a 17,65a 14,55a 11,24a
Forriinn, 0,97™ 27,30%* 29,07** 481™ 291™  8,92%%  8,03*%*  6,40** 0,95™ 029™ 024™ 1,15™
Tukey 5%). 76,49 0,70 0,82 1,36 62,23 1,88 2,41 1,25 67,54 2,23 2,48 1,02
CV (%)...... 13,89 1,46 1,93 4,96 11,16 4,93 7,56 4,00 12,49 591 7,90 4,32

**. Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.

M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Tabela C.7 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Peso, Brix, Pol%Cana e Fibra e resumo da analise de

variancia do experimento da Variedade RB 07V

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Peso Brix  Pol %  Fibra Peso Brix Pol %  Fibra Peso Brix  Pol % Fibra

(kg) (%) Cana (%) (kg) (7o) Cana (7o) (kg) (o) Cana (%)

médias

Controle 288,75ab 22,19a 19,62ab 12,58a  289,00ab 16,79ab 13,71ab 13,82b 251,25a 16,88a 13,86a 11,16a
Baixo 310,00a 21,75a 19,37ab 12,27a 310,00a 16,64ab 13,47ab 14,44ab  230,00a 17,63a 14,60a 11,40a
Médio 215,00c  19,46a 17,43b 11,16a 217,50c  16,02b  12,73b  13,91b 281,50a 17,50a 14,42a 11,0la
Alto 235,00bc 22,86a 20,94a 11,36a  229,00bc 18,67a 16,132  15,0la 246,50a 18,60a 15,49a 11,22a
Forrii, 8,50**  2.62™ 368** 190™ 8,18**  4,69%*  530%* 4 54%* 1,97™ 2,78™ 2,38™ 0,89™
Tukey 5%). 64,21 3,83 3,17 2,10 64,14 2,22 2,67 1,08 64,26 1,80 1,84 0,72
CV (%)...... 11,66 8,46 7,80 8,44 11,62 6,20 9,07 3,61 12,13 4,84 6,01 3,06

**. Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.

M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Tabela C.8 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Peso, Brix, Pol%Cana e Fibra e resumo da analise de

variancia do experimento da Variedade RB 08"

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Peso Brix Pol %  Fibra Peso Brix Pol %  Fibra Peso Brix  Pol % Fibra

(kg) (%) Cana (%) (kg) (o) Cana (7o) (kg) (o) Cana (%)

médias

Controle 292,50a 23,13a  20,82a 13,62a 292,50a 18,19a 15,70a  16,08a 236,25a 18,03a 14,96a 11,31a
Baixo 263,75a 20,64c 18,0lc 12,42bc  263,75a 16,0la 12,73b 14,65ab  230,00a 17,90a 14,81a 11,40a
Médio 295,00 21,80b  19,52b  12,06¢ 316,25a 17,55a 14,49ab 15,27ab  278,75a 18,80a 15,69a 11,22a
Alto 270,00a 22,79ab 20,57a 13,23ab  270,00a 16,4la 13,30ab 13,92b 261,25a 18,05a 15,05a 11,68a
Forriinn, 0,53™  20,81** 27,79%* 8 18** 1,26™  2,45™  431*%  6,01** 1,74™ 0,50™ 0,39™ 1,33™
Tukey 5%). 90,51 1,03 1,02 1,06 89,43 2,70 2,67 1,57 71,87 2,43 2,61 0,72
CV (%)...... 15,38 2,22 2,46 3,92 14,91 7,55 9,04 5,00 13,60 6,37 8,21 3,03

**. Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Tabela C.9 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Peso, Brix, Pol%Cana e Fibra e resumo da analise

de variancia do experimento da Variedade RB 09V

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Peso Brix Pol %  Fibra Peso Brix  Pol % Fibra Peso Brix  Pol % Fibra

(kg) (7o) Cana (%) (kg) (o) Cana (%) (kg) (o) Cana (%)

médias

Controle 295,00a 22,80a 20,60a 11,93a  295,00a 18,18a 15,14a 14,39a  272,50a 18,65a 15,58a 11,6la
Baixo 258,75a 22,50ab 20,12ab 12,41a  258,75a 18,88a 15,92a 14,69a 267,50a 17,382 14,22a 11,41a
Médio 295,00a 22,03ab 19,40b 12,50a  295,00a 17,22a 14,16a 14,80a  311,25a 18,00a 15,0la 11,51a
Alto 257,50a 21,48b 18,96b 13,02a  257,50a 16,62a 13,52a 13,98a  322,50a 18,58a 15,43a 12,17a
Forreeine 1,27 544%%  6,70%% 273" 1,27 2,02™ 2,03™ 0,70™ 3,64™  1,20™ 084™ 0,93™
Tukey 5%). 79,49 1,04 1,19 1,13 79,49 2,96 3,11 1,85 60,60 2,28 2,79 1,48
CV (%)...... 13,69 2,23 2,87 4,33 13,69 7,95 10,09 6,09 9,83 5,97 8,83 6,05

**. Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Tabela C.10 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Peso, Brix, Pol%Cana e Fibra e resumo da analise

de variancia do experimento da Variedade RB 10"

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Peso Brix Pol %  Fibra Peso Brix  Pol %  Fibra Peso Brix  Pol % Fibra

(kg) (%) Cana (%) (kg) (%) Cana (%) (kg) (o) Cana (%)

médias

Controle 306,252 18,96b 16,96b 11,24b 320,00a 16,63b 13,48b 13,27b  303,75a 17,70a 14,56a 11,44a
Baixo 247,50a 2291a 20,83a 12,20ab  247,50a 18,96a 16,41a 14,81b  297,50a 17,20a 14,03a 11,18a
Médio 321,25a  23,22a  20,87a 13,6la 321,25a 18,24a 15,17a 16,64a  306,25a 17,65a 14,49a 11,32a
Alto 281,25a 21,35ab 18,71a 12,46ab  281,25a 15,93b 12,71b 14,79b  286,25a 16,73a 13,54a 11,29a
Forriinn, 1,94™  491%% 6,21*%* 3 68** 226™  16,11* 18,84** 12,75**  0,17™ 0,49™ 046" 0,26™
Tukey 5%). 97,15 3,69 3,17 2,14 98,52 1,47 1,61 1,62 91,40 2,73 2,94 0,90
CV (%)...... 16,00 8,13 7,80 8,22 16,04 4,00 5,32 5,19 14,58 7,50 9,91 3,77

**. Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.
V: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Tabela C.11 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Peso, Brix, Pol%Cana e Fibra e resumo da analise de

variancia do experimento da Variedade CB 49-260(")

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Peso Brix  Pol %  Fibra Peso Brix Pol %  Fibra Peso Brix  Pol%  Fibra

(kg) (o) Cana (%) (kg) (7o) Cana (7o) (kg) (o) Cana (%)

médias

Controle 347,80a 21,65a 20,23a 14,62a 393,92a  22,65a 20,92a 15,50a 304,25a  16,95a 13,21a 14,54a
Baixo 340,85a 21,68a 20,21a 13,98a  316,66ab 20,55b 18,42b  12,62b 287,50a 15,50b 11,08b  9,00b
Médio 257,65ab 21,95a 20,37a 14,81a  285,13ab 21,50ab 19,46ab 13,70ab  229,75ab 14,55b 10,30b  8,30b
Alto 181,75b  21,33a 19,93a 14,22a 181,87b  20,28b  18,20b 12,61ab 202,00b 12,63¢  9,60b  7,43c
Forre 9,32**  0,50™ 0,28™ 0,73™ 6,08** 4 71%*%  377**  439%* 6,65%*  43,02%*% 18,91** 48,78**
Tukey 5%). 107,87 0,72 1,46 1,85 149,66 2,08 2,68 2,73 78,25 1,16 1,51 0,79
CV (%)...... 18,21 3,29 3,44 6,12 2421 4,66 6,63 9,55 14,56 3,71 6,51 4,24

**. Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Figura D.1 - Diametro médio (A), altura média (B) e numero meédio de perfilhos (C)
da Variedade RB 01. Corte 01 realizado em 2005, Corte 02 em 2006 e
Corte 03 em 2007. Tratamento 01 = Controle (sem ino6culo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 UFC/mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* UFC/mL e; Tratamento 04 = inoculado com 108
UFC/mL
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Tabela D.1 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Diametro do colmo, Altura média da planta e Numero de
Perfilhos da parcela da Variedade RB 01V

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Didmetro Altura N°. Didmetro Altura N°. Didmetro Altura N°.

(cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos

médias

Controle 2,65a 1,39a 101,75a 2,50a 1,45a S.D 2,62a 1,53a 201,75a
Baixo 2,46ab 1,40a 102,50a 2,03ab 1,46a S.D 1,71b 1,21a 249,25a
Médio 1,78¢c 1,43a 90,75a 1,60b 1,18ab S.D 1,48b 0,78b 156,50a
Alto 2,06b 1,23a 119,00a 1,33b 0,98b S.D 1,30b 0,74b 156,50a
| ST 10,01%** 0,87 ™ 0,34™ 6,97%* 4,73%** - 22,07** 20,55%* 2,81™
Tukey (5%). 0,52 0,41 84,47 0,82 0,44 - 0,52 0,35 110,94
CV (%)....... 11,09 14,30 38,86 20,88 16,62 - 14,08 15,57 27,66

**. Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: néo significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
S.D — Sem Dados
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Figura D.2 - Didametro médio (A), altura média (B) e numero médio de perfilhos (C)
da Variedade RB 02. Corte 01 realizado em 2005, Corte 02 em 2006
e Corte 03 em 2007. Tratamento 01 = Controle (sem inéculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 UFC/mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* UFC/mL e; Tratamento 04 = inoculado com 108
UFC/mL
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Tabela D.2 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Diametro do colmo, Altura média da planta e Numero de
Perfilhos da parcela da Variedade RB 02

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Didmetro Altura N°. Didmetro Altura N°. Didmetro Altura N°.

(cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos

médias

Controle 2,57a 1,48a 126,00a 2,53a 1,38a S.D. 2,60a 1,36a 186,50a
Baixo 2,55a 1,28ab 130,00a 2,65a 1,15ab S.D. 2,40ab 1,37a 200,00a
Médio 2,20b 1,21b 124,00a 2,40a 0,92b S.D. 2,08bc 1,45a 163,75a
Alto 2,13b 0,90c 108,00a 1,65b 0,90b S.D. 1,70c 1,41a 174,75a
| SRR 19,04** 16,70%** 0,28 ™ 6,51%* 8,55%* - 11,50%** 0,16™ 0,69 ™
Tukey (5%). 0,22 0,25 76,50 0,74 0,32 - 0,49 0,42 78,87
CV (%)...... 4,44 9,62 29,86 15,27 14,15 - 10,56 14,36 20,72

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
S.D — Sem Dados
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Figura D.3 - Diametro médio (A), altura média (B) e numero médio de perfilhos (C)
da Variedade RB 03. Corte 01 realizado em 2005, Corte 02 em 2006
e Corte 03 em 2007. Tratamento 01 = Controle (sem inéculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 UFC/mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* UFC/mL e; Tratamento 04 = inoculado com 108
UFC/mL
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Tabela D.3 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Diametro do colmo, Altura média da planta e Numero de
Perfilhos da parcela da Variedade RB 03"

Corte 01 Corte (2 Corte 03

Tratamentos Didmetro Altura N°. Didametro Altura N°. Didmetro Altura N°.

(cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos

médias

Controle 2,80a 1,46a 108,50a 2,75a 1,55a S.D. 2,34a 1,58a 181,25a
Baixo 2,58a 1,35a 107,50a 2,78a 1,13b S.D. 2,54a 1,24b 217,25a
Médio 2,28a 1,36a 102,75a 2,16b 1,13b S.D. 1,80ab 1,15b 238,00a
Alto 2,27a 1,19a 109,00a 1,90b 1,05b S.D. 1,38b 0,95b 213,50a
| SRR 2,92 2417 0,86 9,73%* 9,88%* - 5,83%* 14,15%* 1,77
Tukey (5%). 0,63 0,31 12,96 0,59 0,30 - 0,92 0,29 74,06
CV (%)....... 12,08 10,95 5,77 11,65 11,87 - 21,76 11,33 16,60

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
S.D — Sem Dados
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Figura D.4 - Diametro médio (A), altura média (B) e numero médio de perfilhos
(C) da Variedade RB 04. Corte 01 realizado em 2005, Corte 02 em
2006 e Corte 03 em 2007. Tratamento 01 = Controle (sem inéculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 UFC/mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* UFC/mL e; Tratamento 04 = inoculado com 10®
UFC/mL
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Tabela D.4 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Diametro do colmo, Altura média da planta e Numero de
Perfilhos da parcela da Variedade RB 04"

Corte 01 Corte (2 Corte 03

Tratamentos Didmetro Altura N°. Didmetro Altura N°. Didmetro Altura N°.

(cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos

médias

Controle 2,28a 1,61a 105,25a 2,50a 1,43a S.D. 2,56a 1,50a 240,00a
Baixo 2,66a 1,1b 112,00a 2,39a 1,43a S.D. 2,44a 1,29ab 202,00a
Médio 241a 1,25b 99,00a 2,40a 1,28a S.D. 2,15a 1,12bc 216,75a
Alto 2,58a 1,23b 106,00a 2,18a 1,22a S.D. 2,08a 0,90c 234,75a
Forrein 0,41™ 8,19%* 2,34™ 0,41™ 1,14™ 2,30™ 8,43%* 1,43™
Tukey (5%) 1,13 0,29 14,61 0,89 0,43 0,64 0,37 61,13
CV (%)....... 21,63 10,64 6,59 17,97 15,19 13,23 14,59 13,03

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
S.D — Sem Dados
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Figura D.5 - Didametro médio (A), altura média (B) e numero médio de perfilhos (C)
da Variedade RB 05. Corte 01 realizado em 2005, Corte 02 em 2006
e Corte 03 em 2007. Tratamento 01 = Controle (sem indculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 UFC/mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* UFC/mL e; Tratamento 04 = inoculado com 102
UFC/mL
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Tabela D.5 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Diametro do colmo, Altura média da planta e Numero de

Perfilhos da parcela da Variedade RB 05V

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Didmetro Altura N°. Didmetro Altura N°. Altura N°.

(cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos (m) Perfilhos

médias

Controle 2,71a 1,54a 108,75a 2,63a 1,30a S.D. 1,36a 243,50a
Baixo 2,60a 1,52a 110,75a 2,63a 1,28a S.D. 1,18a 265,25a
Médio 2,56a 1,48a 111,00a 2,03a 1,23a S.D. 1,10a 238,25a
Alto 2,49a 1,44a 106,00a 1,93a 0,95a S.D. 0,68b 243,25a
Forrrnis 0,61™ 0,10™ 0,54™ 391™ 2,45™ - 13,32%* 047™
Tukey (5%). 0,49 0,58 13,25 0,80 0,43 - 0,33 73,99
CV (%)..... 8,95 18,37 5,78 16,60 17,41 - 14,73 14,23

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

S.D — Sem Dados
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Figura D.6 - Didametro médio (A), altura média (B) e numero médio de perfilhos (C)
da Variedade RB 06. Corte 01 realizado em 2005, Corte 02 em 2006
e Corte 03 em 2007. Tratamento 01 = Controle (sem indculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 UFC/mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* UFC/mL e; Tratamento 04 = inoculado com 108
UFC/mL
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Tabela D.6 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Didametro do colmo, Altura média da planta e Numero de
Perfilhos da parcela da Variedade RB 06"

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Didmetro Altura N°. Didmetro Altura N°. Didmetro Altura N°.

(cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos

médias

Controle 2,87a 1,63a 102,25ab 2,66a 1,70a S.D. 2,43a 1,58a 186,75a
Baixo 2,68a 1,45ab 101,00b 2,65a 1,42ab S.D. 2,21ab 1,28ab 207,50a
Médio 2,47a 1,45ab 112,00a 1,88b 1,20b S.D. 2,01b 1,33ab 214,75a
Alto 2,42a 1,23b 109,00ab 1,80b 1,03¢c S.D. 1,60c 0,85b 165,50a
| SRR 1,99 ™ 4,37** 4,41%* 20,36%* 11,52%** - 21,04%%* 6,64** 2,89™
Tukey (5%). 0,61 0,33 10,58 0,44 0,36 - 0,32 0,50 54,81
CV (%)...... 11,15 10,91 4,75 9,32 12,85 - 7,49 18,75 13,48

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: ndo significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
S.D — Sem Dados
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Figura D.7 - Didametro médio (A), altura média (B) e numero médio de perfilhos (C)
da Variedade RB 07. Corte 01 realizado em 2005, Corte 02 em 2006
e Corte 03 em 2007. Tratamento 01 = Controle (sem indculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 UFC/mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* UFC/mL e; Tratamento 04 = inoculado com 108
UFC/mL
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Tabela D.7 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Diametro do colmo, Altura média da planta e Numero de

Perfilhos da parcela da Variedade RB 07V

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Didmetro Altura N°. Didmetro Altura N°. Didmetro Altura N°.

(cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos

médias

Controle 3,46a 1,80a 121,00a 3,43a 1,75a S.D. 3,38a 1,73a 205,75ab
Baixo 3,58a 1,39ab 135,50a 2,60b 1,40ab S.D. 2,85b 1,56a 222,25a
Médio 3,40a 1,33bc 103,00a 2,05¢ 1,05b S.D. 1,85¢ 1,08b 185,00ab
Alto 3,33a 0,92¢ 103,00a 1,80c 1,00b S.D. 1,50c 1,08b 157,25b
| SRR 0,64 ™ 12,12%* 0,59 ™ 51,80** 9,13** - 67,62%** 14,61%** 5,65%*
Tukey (5%). 0,55 0,43 85,67 0,42 0,49 - 0,44 0,37 49,57
CV (%)...... 7,65 15,23 35,28 8,10 17,80 - 8,83 12,88 12,26

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
S.D — Sem Dados
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Figura D.8 - Diametro médio (A), altura média (B) e numero médio de perfilhos (C)
da Variedade RB 08. Corte 01 realizado em 2005, Corte 02 em 2006 e
Corte 03 em 2007. Tratamento 01 = Controle (sem inéculo); Tratamento
02 = inoculado com 102 UFC/mL; Tratamento 03 = inoculado com 10*
UFC/mL e; Tratamento 04 = inoculado com 10% UFC/mL
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Tabela D.8 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Diametro do colmo, Altura média da planta e Numero de
Perfilhos da parcela da Variedade RB 08"

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Didmetro Altura N°. Didametro Altura N°. Didmetro Altura N°.

(cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos

médias

Controle 2,57a 1,42a 101,75a 2,63a 1,43a S.D. 2,49a 1,37a 239,00a
Baixo 2,39a 1,28a 105,25a 247a 1,35ab S.D. 2,44a 1,22ab 217,00a
Médio 2,52a 1,41a 108,50a 2,29a 1,32ab S.D. 2,14a 0,95bc 244,75a
Alto 2,35a 1,18a 110,25a 2,10a 0,98b S.D. 2,30a 0,83c 245,00a
Forrein, 0,74™ 2,12™ 1,48 ™ 2,31 4,06%* - 1,21™ 11,15%* 0,76
Tukey (5%).. 0,51 0,33 12,93 0,63 0,42 - 0,59 0,31 63,95
CV (%)....... 9,93 12,02 5,79 12,62 15,67 - 12,03 13,58 12,88

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

S.D — Sem Dados
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Figura D.9 - Diametro médio (A), altura média (B) e numero médio de perfilhos (C)
da Variedade RB 09. Corte 01 realizado em 2005, Corte 02 em 2006 e
Corte 03 em 2007. Tratamento 01 = Controle (sem indculo);
Tratamento 02 = inoculado com 102> UFC/mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* UFC/mL e; Tratamento 04 = inoculado com 108
UFC/mL
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Tabela D.9 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Diametro do colmo, Altura média da planta e Numero de
Perfilhos da parcela da Variedade RB 09V

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Didmetro Altura N°. Didametro Altura N°. Didmetro Altura N°.

(cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos

médias

Controle 2,65a 1,66a 106,00a 2,65a 1,75a S.D. 2,71a 1,63a 222,75a
Baixo 2,52a 1,62a 109,25a 2.42a 1,40ab S.D. 2,34ab 1,26 b 200,00a
Médio 2,07a 1,62a 108,75a 1,70b 1,33ab S.D. 2,16b 1,38ab 220,25a
Alto 2,28a 1,48a 106,50a 1,65b 1,31b S.D. 1,18c 1,48ab 212,25a
Forrein 2,56™ 0,67™ 0,34™ 18,02%%* 4,03** - 25,88%* 3,44%%* 1,19™
Tukey (5%). 0,68 0,41 11,67 0,50 0,43 - 0,54 0,36 39,35
CV (%)....... 13,51 12,26 5,16 11,32 14,16 - 12,30 11,84 8,76

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

S.D — Sem Dados
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Figura D.10 - Diametro médio (A), altura média (B) e numero médio de perfilhos (C)

da Variedade RB 10. Corte 01 realizado em 2005, Corte 02 em 2006 e
Corte 03 em 2007. Tratamento 01 = Controle (sem in6culo);
Tratamento 02 = inoculado com 102 UFC/mL; Tratamento 03 =
inoculado com 10* UFC/mL e; Tratamento 04 = inoculado com 108
UFC/mL
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Tabela D.10 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Diametro do colmo, Altura média da planta e Numero
de Perfilhos da parcela da Variedade RB 10"

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Didmetro Altura N°. Didmetro Altura N°. Didmetro Altura N°.

(cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos

médias

Controle 2,61la 1,38a 111,00a 2,55a 1,40a S.D. 2,69a 1,60a 247,25a
Baixo 2,55a 1,18a 105,25a 2,54a 1,28ab S.D. 2,27ab 1,28b 210,50a
Médio 1,94a 1,26a 108,25a 1,73b 1,13ab S.D. 1,73b 1,05bc 246,75a
Alto 2,11a 1,05a 108,75a 1,40b 0,90b S.D. 1,60b 0,90c 210,00a
| SRR 3,65™ 2,62 0,66™ 36,51** 4,35%* - 7,12%%* 17,08** 1,40™
Tukey (5%). 0,72 0,36 12,25 0,40 0,44 - 0,79 0,31 75,45
CV (%)...... 14,94 14,01 5,39 9,38 17,65 - 18,21 12,21 15,71

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

S.D — Sem Dados
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Figura D.11 - Diametro médio (A), altura média (B) e numero médio de perfilhos (C)
da Variedade CB 49-260. Corte 01 realizado em 2005, Corte 02 em
2006 e Corte 03 em 2007. Tratamento 01 = Controle (sem inoculo);

Tratamento 02

inoculado com 102 UFC/mL; Tratamento 03 =

inoculado com 10* UFC/mL e; Tratamento 04 = inoculado com 108

UFC/mL
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Tabela D.11 - Valores médios de trés cortes (2005, 2006 e 2007) de Diametro do colmo, Altura média da planta e Numero

de Perfilhos da parcela da Variedade CB 49-260"

Corte 01 Corte 02 Corte 03

Tratamentos Didmetro Altura N°. Didametro Altura N°. Didmetro Altura N°.

(cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos (cm) (m) Perfilhos
Controle 2,92a 1,24a 115,3a 2,70a 1,40a 189,3a 2,74a 1,25a 195,0a
Baixo 2,65a 1,26a 107,0a 2,03b 1,10ab 166,5a 1,98b 1,18a 116,3b
Médio 2,37ab 1,33a 116,8a 1,65b 0,90bc 116,5b 1,46bc 0,80ab 101,8¢c
Alto 2,00b 1,09a 113,0a 1,50b 0,70c 114,5b 1,08¢c 0,48b 101,3¢
Teste F....... 7,05%* 1,49 ™ 0,17™ 12,53%%* 10,19%* 19,21** 32,65%* 8,43%* 221,17%*
Tukey (5%). 0,62 0,35 13,56 0,64 0,39 35,65 0,53 0,52 12,66
CV (%)........ 11,96 13,53 6,07 15,36 18,25 11,57 13,89 26,75 4,69

**: Significativo a 1% de probabilidade de erro; ns: nao significativo.
M: médias seguidas de letras idénticas na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

S.D — Sem Dados
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ANEXO E ANALISE ULTRA-ESTRUTURAL

B
MTX
FL
ELM MTX 01
LA
MTX 02
100 pm

Figura E.1 - Caracterizacdo morfologica dos vasos condutores de cana-de-agucar.
A) Micrografia eletrbnica do corte transversal do caule mostrando o
conjunto de vasos da variedade RB 01 com aumento de 200 X. MTX =
metaxilema, FL = floema, ELM = elementos do metaxilema e LA =
lacuna. B) Esquema dos metaxilemas enfatizando seus diametros

B
Q MTX 02
MTX 01
100 pm

Figura E.2 - Caracterizagdao morfoldégica dos vasos condutores de cana-de-agucar.
A) Micrografia eletrénica do corte transversal do caule mostrando o
conjunto de vasos da variedade RB 02 com aumento de 200 X. B)
Esquema dos metaxilemas enfatizando seus didametros



115

O O

MTX 01 MTX 02

100 pm

Figura E.3 - Caracterizacdo morfoldégica dos vasos condutores de cana-de-
acucar. A) Micrografia eletrénica do corte transversal do caule
mostrando o conjunto de vasos da variedade RB 03 com aumento
de 200 X. MTX = metaxilema, FL = floema, ELM = elementos do
metaxilema e LA = lacuna. B) Esquema dos metaxilemas
enfatizando seus didametros

MTX 02

MTX 01 100 pm

Figura E.4 - Caracterizagdo morfolégica dos vasos condutores de cana-de-
acucar. A) Micrografia eletrénica do corte transversal do caule
mostrando o conjunto de vasos da variedade RB 04 com aumento
de 200 X. B) Esquema dos metaxilemas enfatizando seus
didmetros
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MTX
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LA
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100 pm
Figura E.5 - Caracterizagao morfoldgica dos vasos condutores de cana-de-agucar.
A) Micrografia eletronica do corte transversal do caule mostrando o
conjunto de vasos da variedade RB 05 com aumento de 200 X. MTX

= metaxilema, FL = floema, ELM = elementos do metaxilema e LA =
lacuna. B) Esquema dos metaxilemas enfatizando seus diametros

MTX 02
MTX 01

100 pm
Figura E.6 - Caracterizagao morfoldgica dos vasos condutores de cana-de-agucar.
A) Micrografia eletronica do corte transversal do caule mostrando o

conjunto de vasos da variedade RB 06 com aumento de 200 X. B)
Esquema dos metaxilemas enfatizando seus didametros
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Figura E.7 - Caracterizagdo morfoldgica dos vasos condutores de cana-de-agucar.
A) Micrografia eletrbnica do corte transversal do caule mostrando o

conjunto de vasos da variedade RB 07 com aumento de 200 X. MTX =
metaxilema, FL = floema, ELM =

elementos do metaxilema e LA =
lacuna. B) Esquema dos metaxilemas enfatizando seus diametros

MTX 01 MTX 02

100 pm

Figura E.8 - Caracterizagao morfoldgica dos vasos condutores de cana-de-agucar.
A) Micrografia eletrbnica do corte transversal do caule mostrando o

conjunto de vasos da variedade RB 08 com aumento de 200 X. B)
Esquema dos metaxilemas enfatizando seus diametros
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Figura E.9 - Caracterizagao morfoldgica dos vasos condutores de cana-de-agucar. A)
Micrografia eletrdbnica do corte transversal do caule mostrando o
conjunto de vasos da variedade RB 09 com aumento de 200 X. MTX =
metaxilema, FL = floema, ELM = elementos do metaxilema e LA =
lacuna. B) Esquema dos metaxilemas enfatizando seus diametros

O
O MTX 02

MTX 01

100 pm

Figura E.10 - Caracterizagao morfologica dos vasos condutores de cana-de-agucar.
A) Micrografia eletrénica do corte transversal do caule mostrando o
conjunto de vasos da variedade RB 10 com aumento de 200 X. B)
Esquema dos metaxilemas enfatizando seus diametros
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B
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Figura E.11 - Caracterizagdo morfologica dos vasos condutores de cana-de-agucar.
A) Micrografia eletrénica do corte transversal do caule mostrando o
conjunto de vasos da variedade CB 01 com aumento de 200 X. MTX =
metaxilema, FL = floema, ELM = elementos do metaxilema e LA =
lacuna. B) Esquema dos metaxilemas enfatizando seus diametros
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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