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RESUMO

Uma doencga conhecida como sindrome do amarelecimento foliar da cana-de-agucar ou amarelinho causou danos expressivos a
cultura no estado de Sao Paulo, na década de noventa. A sindrome também foi registrada em outros paises e investigagdes sobre a etiologia
evidenciaram a associagdo da doenga com virus e fitoplasma, de forma isolada ou simultanea. A doenga € potencialmente importante e ocorre
endemicamente no estado paulista, por esta razao o presente estudo buscou demonstrar a ocorréncia do fitoplasma em trés tradicionais regides
produtoras de cana, localizadas no estado de Sdo Paulo, através da detecgao molecular deste agente em plantas naturalmente infectadas.
Para isto, plantas sintomaticas das variedades SP71-6163, SP71-6180 e SP89-1115 foram amostradas em Piracicaba, Jat ¢ Ribeirdo Preto
¢ a partir do tecido foliar foi extraido o DNA total. PCR duplo foi processado com os “primers” P1/Tint-16F2n/R2 ¢ os produtos foram
analisados por cletroforese em gel de agarose. Amplificagdes de fragmentos de DNA de 1,2 kb evidenciaram a presenga de fitoplasma
em 36% das plantas sintomaticas e revelaram a sua ocorréncia nas trés regides amostradas. Os resultados demonstraram a associagdo do
fitoplasma com a doenga ¢ a importancia de se manter uma atenta vigilancia nos campos e viveiros, bem como buscar gen6tipos com bom
nivel de resisténcia nos programas de melhoramento.
Palavras chave: Saccharum spp., Mollicutes, procariotos fitopatogénicos.

ABSTRACT
Occurrence of phytoplasma associated with sugarcane yellow leaf syndrome in three regions of Sdo Paulo State, Brazil

Sugarcane yellow leaf syndrome caused serious damage to crops in the Sdo Paulo State, Brazil, in the 1990’s. The syndrome
was also reported in other countries and investigations into the etiology revealed an association between the disease and virus and/or
phytoplasma. The disease is potentially important and occurs endemically in that State, and for this reason the present study was conducted
in order to demonstrate the occurrence of phytoplasma in three traditional sugarcane-producing areas, in Sao Paulo State, through molecular
detection from naturally infected plants. Symptomatic plants belonging to varieties SP71-6163, SP71-6180 and SP89-1115 were sampled
from Piracicaba, Jau and Ribeirdo Preto, and total DNA was extracted from foliar tissues. Nested PCR was conducted with primer pairs P1/
Tint-16F2n/R2, and the amplified products were analyzed by electrophoresis on agarose gels. Amplified DNA fragments of 1.2 kb evidenced
the presence of phytoplasma in 36% of symptomatic plants and revealed its occurrence in all sampled regions. The results demonstrated that
phytoplasma is associated with the disease and that it is important to keep a safe inspection of nurseries and monitoring plants in the field,
as well as to select sugarcane genotypes with a good level of resistance in breeding programs.
Keywords: Saccharum spp., Mollicutes, phytopathogenic prokariotes.

A cultura da cana-de-agucar ¢ uma das mais
importantes e antigas do Brasil e do estado de Sao Paulo,
assumindo grande importancia socio-econdmica, gerando
aproximadamente 11,5 bilhdes de reais ao ano, e mais de cinco
milhdes de empregos diretos e indiretos (FNP Consultoria e
Comércio, 2006). Informagdes adicionais mostram que nas
ultimas safras, o estado de Sao Paulo contribuiu com 60%
da moagem nacional, totalizando 255.140.812 toneladas de
colmos processados, colocando a cultura da cana-de-agucar
como responsavel por 35% do PIB estadual.

Estudos recentes revelam que em razao da expansao
na producdo de etanol, as lavouras de cana-de-agucar
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devem ocupar uma area 66,6% superior aos atuais 6,16
milhdes de hectares, nos proximos doze anos. Ainda, o
estudo “Proje¢des do Agronegdcio no Brasil e no Mundo”,
recém-concluido pela Assessoria de Gestdo Estratégica do
Ministério da Agricultura, também indicou que o percentual
da cana sobre o total plantado, no pais, saltarda nada menos
que 42,2%, passando dos atuais 11,6% para 16,5% na safra
2017/18, correspondendo a 10,3 milhdes de hectares. Com
isso, a producdo de etanol prevista saltaria 120%, passando
de 18,9 bilhdes para 41,7 bilhdes de litros (Unica, 2007).

A relevancia econdmica atual da cultura da cana-
de-acticar e a projecdo da expansdo da area plantada
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submetem a cultura a uma ampla variedade de fatores de
estresse capazes de provocar reducao na produtividade,
sendo as doengas um dos fatores relevantes. As cinco
principais doencas da cultura da cana s3o a escaldadura, o
raquistimo das soqueiras, 0 mosaico, o carvao e a sindrome
do amarelecimento foliar (Tokeshi & Rago, 2005). A
sindrome do amarelecimento foliar, também conhecida por
“amarelinho”, foi relatada no Brasil em 1989, mas comegou
a se tornar problema sério a partir do inicio da década de 90
(Vega et al., 1997). Plantagdes comerciais com a variedade
SP71-6163, no Estado de Sao Paulo, sofreram perdas de até
50% na producdo. Nesta época, as investiga¢des conduzidas
no Brasil e no exterior, levantaram varias hipoteses sobre
o agente causal da doenca. Alguns estudos revelaram a
possivel atuacdo de fatores abiodticos relacionados ao solo
e clima, enquanto outros buscaram demonstrar a associacao
de agentes bidticos. Dentre os agentes infecciosos, foi
evidenciada a presenca de luteovirus em tecidos de plantas
sintomaticas de cana-de-agticar (Vega et al., 1997) e que
este virus era transmitido por espécies de afideos (Scagliusi
& Lockhart, 2000), comumente encontradas em territorio
brasileiro. No entanto, pesquisas também mostraram uma
associagdo freqiiente entre planta doente e fitoplasma. Na
Africa do Sul, a presenga de fitoplasma foi detectada em
plantas que apresentavam sintomas muito similares aqueles
observados no Brasil (Cronjé et al., 1998). Uma investigacao
preliminar realizada no pais no inicio desta década revelou a
ocorréncia de fitoplasma em plantas sintomaticas amostradas
em areas paulistas (Palma et al., 2001).

A partir da substituicdo gradual da variedade SP71-
6163 por outras mais resistentes, a incidéncia da sindrome
caiu drasticamente. No entanto, a preocupagdo dos técnicos
com a doenga tem se mantido ao longo do tempo, tanto
que os programas de melhoramento genético e o servigo
de “roguing” em viveiros se mantém alertas em relacdo
ao problema. Atualmente, a doenga pode ser considerada
endémica no estado de Sao Paulo e o seu potencial de dano
foi recentemente comprovado através de um ensaio de
campo, no qual a produgdo de cana em parcelas com plantas
doentes apresentou reducao de 31%, em comparacdo com
a produgdo de parcelas com plantas assintomaticas (M.V.
Casagrande, dados nao publicados).

Assim, considerando-se a relevancia econdmica
da cultura da cana-de-actcar, os danos provocados pelo
‘amarelinho’ em passado recente e a importancia potencial
desta doenca, o presente trabalho visou demonstrar a
ocorréncia de fitoplasma em trés importantes regides de
cultivo de cana, no estado de Sao Paulo, através da deteccao
molecular deste agente em plantas naturalmente infectadas,
pertencentes a distintas variedades de cana.

Plantas sintomaticas, com idade de um ano,
pertencentes as variedades SP71-6163, SP71-6180 e
SP89-1115 foram amostradas em trés importantes regides
canavieiras: Piracicaba (SP), Ribeirdo Preto (SP) e Jau (SP).
Dez plantas de cada variedade foram coletadas em cada
regido. As amostras consistiram de folhas denominadas
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“folha +1”, que corresponde a folha fotossintetizante mais
ativa da planta, sendo a primeira folha imediatamente abaixo
do cartucho e que apresenta o colarinho visivel. Extracdes de
DNA total foram feitas de acordo com protocolo de Lee et
al. (1993). PCR duplo foi conduzido usando-se na primeira
reacdo o par de “primers” P1/Tint (Deng & Hiruki, 1991;
Smart et al.,1996) e na segunda reagdo o par R16F2n/R2
(Gundersen & Lee,1996), que amplifica um fragmento da
regido do 16S rDNA, de 1,2 kb. Como controle negativo
foi usado DNA obtido de planta de cana sadia (variedade
SP71-6163) e, como controle positivo, 0 DNA extraido de
plantas de milho infectadas pelo fitoplasma do enfezamento
vermelho.

Para a PCR, considerando o volume padrao de 50
pL, as concentragdes finais dos componentes foram: 0,4
uM de cada “primer”; 200 uM de cada dNTP; 1 unidade
de Taq polimerase (Promega); e 20 ng de DNA total
extraido de cada amostra. Para o par de “primers” P1/Tint,
o termociclador foi programado para um total de 30 ciclos,
compreendendo as etapas de desnaturacdo por 1 min a
94°C, anelamento por 1 min a 56°C e extensdo por 2 min a
72°C. Para as reacdes com o par de “primers” R16F2n/R2,
o aparelho foi programado para 35 ciclos, com desnaturag@o
por 1 min a 94°C, anelamento por 2 min a 50°C e extensao
por 3 min a 72°C. Uma aliquota de 5 pL de cada reagéo foi
aplicada em gel de agarose 1%, sendo os produtos de PCR
analisados ap6s a condugao de eletroforese, coloracao do gel
com brometo de etidio e visualiza¢do em transiluminador de
luz ultravioleta. O marcador de peso molecular utilizado foi
1kb ladder (Invitrogen).

As plantas de cana amostradas apresentaram sintomas
tipicos da sindrome do amarelecimento foliar, caracterizados
por amarelecimento intenso da por¢do abaxial da nervura
central das folhas, com correspondente avermelhamento
da por¢do adaxial, além de redugdo de porte. Sintomas
idénticos a estes observados nas plantas amostradas tém
sido relatados em outros paises onde a doenga também ¢
conhecida (Aljanabi et al., 2001). Através de PCR duplo
foram amplificados fragmentos gendémicos de 1,2 kb,
revelando a presenca de fitoplasma em 36% das plantas
sintomaticas. Os resultados mostraram que o fitoplasma
associado a plantas sintomadticas estava presente nas trés
regides amostradas. Resultados positivos para fitoplasmas
foram encontrados em 50% das amostras coletadas em
Piracicaba, 20% das amostras provenientes de Jat1 e em 30%
das amostras originarias de Ribeirdo Preto. Amplifica¢do de
fragmento de 1,2 kb foi observada para o controle positivo,
representado por DNA de plantas de milho com fitoplasma,
no entanto, nenhuma amplificacdo ocorreu para o controle
negativo, correspondente ao DNA de planta de cana sadia
(Figura 1).

A demonstragdo da presenca de fitoplasma em tecidos
de plantas portadoras da sindrome levou a confirmagao do
diagnéstico feito pela observagao dos sintomas, em 36% das
amostras sintomaticas, sugerindo a associacdo deste agente
com a doenca. A ndo deteccao de fitoplasmas nas amostras
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sintomaticas restantes pode ser atribuida, possivelmente, a
alguns fatores ou condig¢des, entre os quais: 1- concentragdo
de fitoplasmas nos tecidos das plantas, em niveis abaixo do
limite de detec¢@o por PCR, como citado em trabalhos com o
mesmo patossistema (Aljanabi et al., 2001); 2- a ocorréncia
de luteovirus associado as plantas, o que pode ter incitado o
aparecimento de sintomas tipicos da doenga, como relatado
em trabalho conduzido anteriormente no estado de Sao Paulo
(Vega et al., 1997). O estudo aqui conduzido confirmou
evidéncia anterior (Palma et al., 2001) de que os fitoplasmas
podem estar associados a doenca nas condigdes brasileiras.
Existem relatos da ocorréncia de virus e fitoplasmas como
agentes da sindrome em diversos paises, inclusive ocorrendo
simultaneamente na forma de infec¢des mistas (Aljanabi et
al., 2001, Cronjé et al., 1998). No Brasil, ja existem relatos
de que um luteovirus esteja associado a doenga (Vega ef al.,
1997; Scagliusi & Lockhart, 2000) e os resultados do presente
trabalho mostraram que os fitoplasmas, possivelmente, estao
envolvidos com a sindrome no nosso pais. Isto sugere que
o amarelecimento foliar da cana-de-agucar, presente nos
cultivos brasileiros, possa também estar sendo causado por
um complexo formado por virus e fitoplasmas.

A detecgdo de fitoplasmas em plantas de cana-de-
acucar provenientes de trés tradicionais regides produtoras
indica que o monitoramento deve ser constante em relagao a
ocorréncia da doenca, principalmente quanto a recomendacao
de novas variedades. Os resultados também mostraram que
em programas de melhoramento ¢ justificavel dar énfase a
selecdo de material promissor que tenha um bom nivel de
resisténcia a sindrome do amarelecimento foliar da cana-de-
agucar.
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FIG. 1 - Amplificagdo do 16S rDNA (1,2
kb) do fitoplasma encontrado em amostras de
plantas de cana-de-agucar com a sindrome do
amarelecimento foliar. PCR duplo com os pares
de “primers” P1/Tint e F2n/R2. M= marcador
molecular (1kb ladder); 18, 19, 29 e 01=amostras
sintomaticas de cana-de-aglicar; Cs= controle
negativo- amostra sadia de cana-de-agticar; MI=
controle positivo- fitoplasma do enfezamento
vermelho do milho. Amostras de cana: 01-
SP716163 (Piracicaba); 18- SP716180 (Jau); 19-
SP716180 (Jat); 29- SP891115 (Ribeirdo Preto).
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