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RESUMO 
PANTA, Airan Miguel dos Santos. Temperatura como estresse abiótico: fisiologia e expressão 
gênicaem cana-de-açúcar.São Cristóvão: UFS, 2019. 74p. (Dissertação– Mestrado em 
Agricultura e Biodiversidade). 
 
Grande parte dos estados produtores de cana-de-açúcar, estão em regiões de clima seco e com 
temperaturas elevadas no verão. Isto demonstra a necessidade de se avaliar e desenvolver 
cultivares que mantenham a produtividade alta. Dentro deste contexto é imprescindível 
compreender como a cana-de-açúcar se comporta sob estresse abiótico, principalmente de 
temperatura. De posse desses conhecimentos, poder-se-á estabelecer critérios de seleção de 
genótipos e delinear estratégias de utilização dessas fontes de tolerância em programas de 
melhoramento vegetal. Objetivou-se com este estudo avaliar parâmetros fisiológicos e a 
expressão gênica em cana-de-açúcar cultivar RB86-7515submetidaastemperaturas de 40°C, 
28°C e 15°C emdiferentes tempos de exposição 0, 4, 8, 12 e 24horas. Empregado 
emdelineamento inteiramente casualizado, com seis repetições. Plantas de cana-de-açúcar 
foram mantidas em casa de vegetação até atingirem 65 dias de crescimento. Em seguida foram 
submetidas ao estresse de temperatura em incubadora tipo BOD. Obteve-se dados de clorofila 
a e b, bem como a relação a/b, clorofila totalefluorescência da clorofila. As medidas da 
fluorescência da clorofila a foram feitas em folhas localizadas na região mediana da folha. 
Foram medidos os valores de fluorescência inicial (F0) e máxima (Fm). Com essas variáveis 
foram estimadas as relações: Fv/Fo e a eficiência quântica potencial do fotossistema II (FSII) 
Fv/Fm. Após as medidas de Fo e Fm, foi determinadaa curva de indução da fotossíntese e 
análise dos coeficientes de extinção da fluorescência.Para a avaliação da expressão gênica, 
amostras de tecidos de folhas foram submetidas a extração de RNA e determinação da 
expressão do gene para a subunidade 18S.Houve diferença entre os tratamentos para as 
variáveis clorofilas total e a relação clorofila a/b. Para F0, Fm, Fv, Fv/Fm, Fm/F0 e F0/Fvas 
temperaturas influenciaram significativamente nas determinações.Para os resultados da 
expressão gênica foramtestados os genes M6, HSP (sHSP18.2), PER1 e 18S. Houve atividade 
gênica detectável para 18S a 15°C e 40°C, em alguns tempos. 
 
Palavras-chave:RNA, fotossíntese, clorofila, 18S. 
 
___________________ 
 

* Comitê Orientador: Renata Silva-Mann  – UFS (Orientadora), Paulo Roberto Gagliardi (co-orientador) – UFS. 
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ABSTRACT 

PANTA, Airan Miguel dos Santos. Gene Expression: Abiotic Stress and the Detection of 
Leifsonia xyli subsp. xyli Host Bugs in Sugar Cane. São Cristóvão: UFS, 2017. XXp. (Thesis 
- Master of Science in Agriculture and Biodiversity).* 
 
Most sugar cane producing states are in dry climate regions, with high summer temperatures. 
This demonstrates the need to evaluate and develop tolerant cultivars that maintain high 
productivity. Within this context, it is essential to understand how sugar cane behaves under 
abiotic stress, especially under different temperatures. With this knowledge, it would be 
possible to establish genotype selection criteria and then outline strategies for using these 
sources of tolerance in plant breeding programs. The objective of this study was to evaluate the 
physiological parameters and the gene expression in the sugar cane cultivar RB86-7515 when 
submitted to temperatures of 40°C, 28°C and 15°C, at different exposure times of 0, 4, 8, 12, 
and 24 hours. The design used was a completely randomized design with six replications. The 
sugar cane plants were kept in a greenhouse until they reached 65 days of growth. They were 
then submitted to temperature stress in a BOD incubator. Chlorophyll a and b data were 
obtained, as well as the a / b ratio, together with total chlorophyll and chlorophyll efflorescence. 
The chlorophyll a fluorescence measurements were made on leaves that were located in the 
median region of the leaf. The initial (Fo) and the maximum (Fm) fluorescence values were 
measured. With these variables, the relationships of Fv / Fo and the potential quantum 
efficiency of photosystem II (FSII) Fv / Fm were estimated. After the Fo and Fm measurements, 
the photosynthesis induction curve and the fluorescence extinction coefficient analyses were 
determined. For the evaluation of the gene expression, the leaf tissue samples were submitted 
to RNA extraction and the determination of the gene expression for the 18S subunit. There were 
differences between the treatments for the total chlorophyll variables and the chlorophyll a / b 
ratio. For F0, Fm, Fv, Fv / Fm, Fm / F0, and F0 / Fv, the temperatures significantly influenced 
the determinations. For the results of the gene expression, the genes M6, HSP (sHSP18.2), 
PER1, and 18S were tested. There were detectable gene activities for 18S at 15°C and 40°C at 
some of the times. 
 
Keywords: RNA, photosynthesis, chlorophyll, 18S 
___________________ 
* Supervising Committee: Renata Silva-Mann – UFS (advisor), Paulo Roberto Gagliardi (co-
advisor) – UFS.
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 

A cana-de-açúcar extremamente importante para o Brasil, queum dos lideres globais na 

produção de cana com 646,4 milhoes de toneladas. É o maior produtor de açúcar e etanol do 

mundo. No ciclo 2017/2018 foram produzidas 38,6 milhões de toneladas de açúcar,desta 

produção 27,8 milhões de toneladas foram exportadas– quantias equivalentes a 20% da 

produção global e 45% da exportação mundial, respectivamente.Para o etanol, a produção foi 

de 26,1 bilhoes de litros(CONAB, 2018).  

Os fatores ambientais representam um dos principais fatores limitantes para a 

produtividade agrícola no mundo inteiro. Esses estresses não só afetam as áreas cultivadas, mas 

também representam uma barreira significativa para a introdução de espécies cultiváveis em 

áreas que ainda não são utilizadas para a agricultura (CHERRY, 1994) podendo limitar sua 

produção e sua qualidade.  

A cana-de-açúcar sofre diversas perdas decorrentes de estresses bióticos e abióticos 

(NANA et al., 2014;TIWARI et al., 2012) ou seja, fatores que promovem uma situação 

desvantajosa para a planta. No nordeste brasileiro ocorre frequentemente estresse de forma 

múltipla, déficit hídrico, salinidade, altas temperaturas e excesso de luminosidade; sendo a 

busca por genótipos que tenham boa produção nestas condições, um grande desafio. Os 

estresses abióticos podem retardar o crescimento e o desenvolvimento, reduzir a produtividade 

e, em casos extremos, levar a planta à morte (SHU et al., 2013).  

O estresse biótico, ocasionado por fungos, insetos, bactérias, vírus e plantas 

indesejáveis, é um dos principais causadores de prejuízos nas lavouras. As doenças da cana-de-

açúcar são muito graves porque causam a degenerescência das variedades em cultivo, 

obrigando a sua substituição periódica de cultivares. Além disso, dentre as doenças de maior 

importância para a cana-de-açúcar no âmbito mundial, são oraquitismo da soqueira e a 

escaldadura das folhas (GATTI, 2008).Em estudo com ascultivaresmais cultivadas no Estado 

de São Paulo identificou-seperdas de até 26% no peso médio das plantas doentes 

(GAGLIARDI, 2009). 

O processo de aclimatação distingue-se do de adaptação ou tolerância, sendo este último 

resultado de processos de seleção contínuos por várias gerações de uma espécie vegetal. A 

aclimatação, por sua vez, envolve geralmente o termo resistência que significa uma aptidão 

dessas plantas para enfrentar ambientes desfavoráveis (TAIZ; ZEIGER, 2004). A tolerância, 

por sua vez, é um mecanismo que permite à planta manter o seu metabolismo em níveis 

considerados normais mesmo na presença do agente agressor, sem influências prejudiciais ao 

desenvolvimento. Neste aspecto, alguns fatores são limitantes para um quadro de 
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irreversibilidade, tais como: o estádio de desenvolvimento da planta, o genótipo utilizado 

(WILLADINO; CAMARA, 2010), a duração e a severidade do estresse (CHAVES et al., 2003; 

GHELFI et al., 2011) e alterações transientes da expressão gênica e produção de compostos 

específicos durante a exposição do genótipoà condições desfavoráveis.  

Desta forma, fazem-se necessários estudos para entender os processos fisiológicos e em 

nível de expressão gênica da resposta a esses estresses. Essas informações são importantes para 

o desenvolvimento de novas cultivaresde cana-de-açúcar, que apresentem resistência e 

adaptação aos estresses. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 A espécie cana-de-açúcar e a cultivar RB867515 
 

Poaceae evoluiu 70 milhões ano atrás, em um ecossistema caracterizado com clima 

quente (RELVA, 2001; EDWARDS;SMITH, 2010; OMBERG, 2011), mas tem 

sucessivamente diversificado para fora da sua zona ecológica de origem, e surgem gramíneas 

adaptadas a uma ampla gama de regimes climáticos, a partir de florestas tropicais ao 

congelamento Ártico e ecossistemas antárticos (HARTLEY, 1973; EDWARDS;SMITH, 2010; 

MAGNUS, 2013). 

A família das gramíneas (Poaceae) consiste em aproximadamente 10.000 espécies, e a 

cana-de-açúcar, que pertencem a tribo Andropogoneaee gênero Saccharum. A classificação 

botânica das espécies de cana-de-açúcar mais aceita atualmente contempla: S. officinarum 

(2n=80), S. spontaneum(2n=40-128), S. robustum (2n= 60-194), S. sinense (2n=111 - 120), S. 

barberi (2n=81 - 124)e S. edule (2n=74)(BARBOSA, 2000). S. espontaneume S. robustumsão 

selvagens; enquanto as outras quatro espécies são domesticadas. 

Por meio da hibridização in situ de DNA das variedades modernas, determinou-se que 

cerca de 80% de seus cromossomos são oriundos da espécie S. officinarum, 10% de S. 

spontaneume os 10% restantes compreendem cromossomos recombinantes (D’HONT, 2005; 

DIAS, 2016). As cultivares utilizadas para plantios comerciais são híbridos interespecíficos 

resultantes de cruzamentos entre essas espécies (IRVINE, 1999). Em estudos citogenéticos 

atesta-se a poliploidia e aneuploidia, e apresentam genoma bastante complexo, compreendendo 

pelo menos 100 cromossomos (GRIVET; ARRUDA, 2001).  

 A cana-de-açúcar (híbridos do gênero Saccharum) é uma cultura comercial de longa 

duração e alta exigência, cultivada sob diferentes condições agroecológicas. Além de 

experimentar variações do clima o ano todo, a mudança do clima, agrava ainda mais os efeitos 

desses estresses abióticos, afetando o crescimento, desenvolvimento, síntese de açúcar, seu 
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acúmulo e recuperaçãoe disponibilidade da cana para plantio seguinte (SHRIVASTAVA, 

2017).   

 A variedade RB867515 foi lançada pela Universidade Federal de Viçosa em 1997, e foi 

obtida a partirdocruzamento de variedades RB (UDOP, 2007) em um cruzamento múltiplo 

parental. O Crescimento dessa variedade é rápido com alta produtividade agrícola, esta 

variedade é rica com curva de maturação semelhante à RB72454. Deve ser plantada em solos 

de média/baixa fertilidade para ser colhida em meados de safra, ou bem no final para explorar 

o rápido crescimento. Tolerante a seca, de maneira geral, tem se adaptado muito bem aos solos 

arenosos do estado de São Paulo e Paraná, onde o florescimento e chochamento ocorrem em 

menor intensidade e favorece sua maturação (MARQUES;SILVA, 2008).  

 Segundo um levantamento do Instituto Agronômico (IAC),os dados do segundo censo 

nacional de variedades de cana-de-açúcar, feito com 217 usinas e destilarias no Centro-Sul do 

Brasil apontouque no ano de 2016 a cultivarRB867515, da Rede Interuniversitária para o 

Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (Ridesa), estava em 27% da área colhida de 6,11 

milhões hectares. 

NoMato Grosso dos 134 mil hectares avaliados, é a região com maior concentração de 

cultivo da cultivarRB867515, com 49,8% dessa área plantada. No Estado de São Paulo, com 

3,58 milhões de hectares apurados, a RB867515 tem a menor concentração, com 22,4% da área. 

A região de Ribeirão Preto, com 651 mil hectares, é a com a mais baixa concentração dessa 

variedade entre todas as avaliadas, com 11,5% de cultivo, pouco acima da RB966928, que tem 

10,9% da área. Essa área pesquisada corresponde a 76% do total estimado de toda a cultivada 

– de 8 milhões de hectares –, na maior região produtora mundial de cana, com plantio estimado 

em 10% do tota do país (IAC, 2017). 

A variedade RB867515 é indicada para ambientes de médio a baixo potencial de 

produção, para colheitado meio de safra em diante,tem crescimento rápido com alta 

produtividade agrícola, apresenta alto teor de sacarose, com curva de maturação semelhante à 

da RB72454. Ótima brotação das socas, mesmo colhidas sem queima, boa opção para plantio 

como cana-de-ano. Não deve ser plantada em solos argilosos de boa fertilidade onde pode 

ocorrer ataque de estrias vermelhas (bactéria Acidovoraxavanaesubspavenae (sin: 

Pseudomonasrubrilineans). Pode ocorrer a quebra de palmito em épocas de intensa vegetacão, 

principalmente naperiferia dos talhões.Em ambientes de produção muito favoráveis podem 

ocorrerprodutividades agrícolasmuito altas e possibilidade de tombamento e atraso na 

maturação. 
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2.2 Estresse abiótico em cana-de-açúcar 

Diversos fatores interferem na produção e maturação da cultura da cana-de-açúcar, 

sendo os principais a interação edafoclimática, o manejo da cultura e a cultivar escolhida.  

Para possibilitar o cultivo de cana em diversas regiões com condições edafoclimáticas 

distintas, as plantas devem ter uma série de características fisiológicas e morfológicas para 

aumentar a tolerância a essas tensões abióticas (RAMIRO et al., 2016).  

A temperatura é um dos fatores que afeta a eficiência fotossintética da cana-de-açúcar, 

podendo ser considerada tanto um fator limitante, como também estimulante dos processos 

fisiológicos da planta (SHEN et al., 2004). A temperatura ideal para as plantas do tipo C4, como 

é o caso da cana-de-açúcar, alcancem o maior potencial produtivo é de 30°Caproximadamente, 

10°C maior do que a temperatura ideal para as plantas C3 (LONG, 1998). Trabalhos realizados 

por Du et al. (1999) demonstraram que a taxa fotossintética de plantas de cana-de-açúcar 

desenvolvidas em 10°C tiveram uma redução de 20% quando comparada as plantas 

desenvolvidas em 30°C. 

O estresse promovido por temperaturas elevadas pode ocasionar inúmeras alterações 

bioquímicas e metabólicas as células incluindo: inativação enzimática em diversas vias 

metabólicas, redução da atividade fotossintética no cloroplasto e diminuição da fosforilação 

oxidativa nas mitocôndrias (VIERLING;NGUYEN,1990). 

O processo fotossintético ocorre nos cloroplastos, organelas responsáveis pela absorção 

de luz. Neles estão presentes pigmentos responsáveis pela atividade do complexo 

antena(LARCHER, 2006). As clorofilas a(Chl a) podem ser encontradas em diversos 

organismos fotossintéticos, é o pigmento utilizado para realizar a fotoquímica (o primeiro 

estágio do processo fotossintético), enquanto que os demais pigmentos auxiliam na absorção 

de luz e na transferência da energia radiante para os centros de reação, sendo assim chamados 

de pigmentos acessórios. Em plantas superiores,algas verdes e algumas bactérias, são 

encontradas associadas a elas, as clorofilas b(Chlb).A relação entre clorofilas a e b podem 

variar de acordo com a espécie, idade da planta, luminosidade e estresse bióticos e abióticos. 

Em geral, esta relação encontra-se em torno de 3:1, podendo chegar a 1:1 (ROCA et al., 2016, 

TAIZ; ZIEGER, 2004). Diferem-se nos substituintes de carbono C-3. Na clorofila a, o anel de 

porfirina contém um grupo metil (-CH3) no C-3 e a clorofila b (considerada um pigmento 

acessório) contém um grupo aldeído (-CHO), que substitui o grupo metil-CH3 A estabilidade 

da clorofila b deve-se ao efeito atrativo de elétrons de seu grupo aldeído no C-3 (VON ELBE, 

2000). A clorofila b é convertida em clorofila a através de uma enzima chamada 

clorofila a oxigenase, que catalisa a conversão do grupo metil ao grupo aldeído (XU et al., 

2001). 
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A fotossíntese é um dos processos fisiológicos mais sensíveis ao calor (DEMIREVSKA-

KEPOVA et al., 2005) principalmente por causa da sensibilidade da membrana do tilacóide, 

com redução da produção de clorofila (RISTIC et al., 2007). Em contrapartida, a respiração 

aumenta acentuadamente com a elevação da temperatura (TAIZ;ZEIGER, 2004). O desvio dos 

valores de temperatura implica em alterações nos diversos processos metabólicos reduzindo a 

atividade fotossintética o que resulta, principalmente, em perdas qualitativas e quantitativas do 

produto final e em casos extremos pode culminar com a morte prematura das plantas(BITA, 

2013; PORCH, 2013; SINGH, 2011). 

A fluorescência das clorofilas é uma ferramenta importante na determinação de 

possíveis mudanças nos fotossistemas das plantas (LARCHER, 2006; BERGER et al., 2007; 

CAMPOSTRINI, 2010; SILVEIRA, 2016). Pesquisas acerca da fotossíntese, fisiologia vegetal, 

fenotipagem planta, sensoriamento remoto de plantas, e outras áreas de pesquisa estão 

relacionadas com a fotossíntese (MOYA; CEROVIC,2004; BAKER,2008; MERONI et al. 

2009; MURCHIE; LAWSON,2013; GUANTER et al., 2014; KALAJI et al., 2014, 2016, 2017; 

HUMPLIK et al., 2015; MISHRA et al., 2016). 

A fluorescência da clorofila a têm sido utilizadaspara a avaliação do efeito de fatores 

ambientais sobre o metabolismo fotossintético, bem como para medir o grau de tolerância das 

plantas frente aos estresses abióticos (STIRBET; GOVINDJEE, 2011). 

A utilização de parâmetros da fluorescência da clorofila tem sido difundida, 

principalmente no estudo da capacidade fotossintética das plantas. Tal técnica tem permitido 

maior conhecimento dos processos fotoquímicos e não-fotoquímicos que ocorrem na 

membrana dos tilacóides, além de possibilitar o estudo de características relacionadas à 

capacidade de absorção e transferência da energia luminosa na cadeia de transporte de elétrons 

(KRAUSE; WEIS, 1991).  

O teste de fluorescência transiente polifásico (OJIP) reflete a cinética da redução do 

fotossistema II (PSII), quinona A (QA), plastoquinona (PQ) e demais aceptores intersistemas e 

do fotossistema I (PSI)(MALASPINA; MODENESI; GIORDANI, 2018). 

Para a determinação da fluorescência da clorofila a são utilizados aparelhos como o 

fluorímetro de pulso modulado. O uso deste aparelho permite a compreensão do funcionamento 

dos fotossistemas, assim como das respostas fisiológicas das plantas, mediante as variações do 

ambiente (KALAJI; GUO, 2008; DĄBROWSKI et al., 2016). Esta determinação ocorre por 

meio de um método não destrutivo, que consiste na emissão de um pulso de luz não saturante 

sobre a superfície da lâmina foliar previamente adaptada ao escuro (BAKER; ROSENQVIST, 

2004; LARCHER, 2006; BERGER, et al., 2007; CAMPOSTRINI, 2010; MURCHIE; 

LAWSON, 2013).Com este teste é possívelobservar a fluorescência inicial (F0), 



21 

 

quecorresponde ao valor inicial de intensidade da fluorescência confiável após início da 

iluminação actínica, neste momento todos os centros de reação do PSII estão abertos (oxidados) 

(MALASPINA; MODENESI; GIORDANI, 2018). Em plantas sob estresse os valores de F0 se 

mostram aumentados quando comparados a plantas não afetadas, isso foi verificado, por 

exemplo, em folhas de Ageratinaadenofora aquecidas por 15 minutos entre 40-50°C (CHEN et 

al., 2016). O aumento da F0 corresponde a um possível dano funcional no centro de reação do 

FSII, sinalizando a perda de energia quando o P680 se encontra oxidado (OLIVEIRA et al., 

2002). 

A fluorescência máxima (Fm = Fp na curva OJIP) corresponde ao valor máximo de 

fluorescência obtido mediante a aplicação de um pulso de luz contínuo e representa a perda de 

energia pelos elétrons para alcançar o primeiro receptor estável (Qa) (KALAJI; GUO, 2008; 

VIEIRA et al., 2010). 

Por meio da diferença entre a Fm e a F0 consegue-se estimar a fluorescência variável 

(Fv), a qual é utilizada para obtenção da eficiência quântica do fotossistema II (Fv/Fm).  Em 

geral, a Fv/Fm relaciona-se com o aproveitamento de energia destinada às reações que ocorrem 

no FSII, sendo bastante utilizado como indicação para o desempenho fotossintético e podendo 

atingir valores máximos de 0,85 (SILVA et al., 2010; KALAJI et al., 2014). A maior eficiência 

do PS II pode ser observada com o incremento no valor de Fv/Fm (LI et al., 2015; HARZATI 

et al., 2016). No entanto, valores de Fv/Fm inferiores a 0,75 podem indicar a ocorrência de 

algum dano fotoinibitório (GONÇALVES et al., 2010; SILVEIRA et al., 2017). 

Em condições tropicais, o estresse provocado pelas altas temperaturas tem merecido 

destaque, principalmente devido aos efeitos deletérios em processos vitais para o 

desenvolvimento vegetal e, consequentemente, diminuição dos níveis de produtividade 

(ARAÚJO et al., 1998). 

As plantas crescem e se desenvolvem ajustando sua fisiologia às mudanças em seu 

ambiente. Mudanças no ambiente abiótico ocorrem ao longo dos anos, estações e dias, mas 

também em minutos e até segundos. Neste ambiente em constante mudança, as plantas podem 

ajustar sua estrutura e funcionar rapidamente para otimizar o crescimento e a reprodução. As 

respostas das plantas à seca reiterada (isto é, ciclos repetidos de seca) diferem daquelas para 

incidências únicas de seca; na verdade, na natureza, as plantas são geralmente expostas a ciclos 

repetidos de seca que diferem em duração e intensidade.  

Existe um interesse crescente em compreender melhor os mecanismos de resposta da 

planta à seca reiterada devido, pelo menos em parte, à descoberta de alterações epigenômicas 

que desencadeiam a memória de estresse hídrico em plantas. Além das mudanças epigenômicas, 

há, no entanto, outros aspectos que devem ser considerados no estudo das respostas das plantas 
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à seca reiterada: de mudanças em outras abordagens “ômicas” (transcriptômica, proteômica e 

metabolômica) e a mudanças na estrutura da planta (FLETA SORIANO et al., 2016). 

A relativa resiliência da cana-de-açúcar às tensões abióticas parece ser devido a boa 

capacidade compensatória, fotossíntese C4, temperatura ótima para a maioria das atividades 

fisiológicas (mas para acumulação de açúcar), maior eficiência no uso da água, uso de 

complementos genéticos de S.spontaneum conferindo tolerância a vários estresses abióticos 

(em variedades reprodutoras) e capacidade de manejo de carbono. Além disso, algumas das 

intervenções fisiológicas como a indução de resistência à seca, profundidade do sistema 

radicular, idade, salinidade/alcalinidade rizosféricaetc, também contribuem para sua tolerância 

ao estresse(ZANDALINAS et al., 2018). 

Do ponto de vista fisiológico, estresse é a condição causada por fatores que tendem a 

alterar um equilíbrio (NILSEN; ORCUTT, 1996). Nesse sentido, o conceito de eu-estresse é 

atribuído àquela condição de estresse suave e estimulante que ativa o metabolismo celular e 

incrementa a atividade fisiológica da planta. É um fator positivo que impulsiona o crescimento 

vegetal. Por outro lado, o dis-estresse é gerado por qualquer condição desfavorável, seja pela 

intensidade ou duração, que afeta negativamente o metabolismo, crescimento e 

desenvolvimento vegetal (LICHTENTHALER, 2004). 

No entanto, não se sabe se a tolerância ao frio e congelamento evoluído antes, 

coincidentemente com ou durante a evolução. O que está claro é que Poaceae ocupam 

temperaturas muito mais frias que outras espécies (EDWARDS; SMITH, 2010), sugerindo uma 

mudança na adaptação climática em algum momento(MAGNUS, 2013). 

O estresse por altas temperaturas afeta negativamente vários caracteres das plantas, com 

ênfase para os caracteres dias entre a emergência e o florescimento, e dias entre a emergência 

e a maturação (YILDIRIM; BAHAR, 2010). Em milho, pode provocar a esterilidade das flores 

durante a antese, afetando o número de grãos por espiga (FAROOQ et al., 2011), pode até 

provocar a esterilidade completa (NEILSON et al., 2010).  

 A senescência precoce da folha tem sido considerada como uma expressão da 

sensibilidade a altas temperaturas, reduzindo a área foliar ativa implicando em redução da 

fotossíntese e, consequentemente, redução da produção de grãos (SOUZA, 1999). 

Em qualquer lugar onde as plantas cresçam, existirão diversos fatores de estresses que 

limitarão, em maior ou menor grau, o seu desenvolvimento. O estresse provoca alterações 

funcionais e prejudica as condições ótimas para a vida vegetal. Os organismos respondem de 

forma diferente aos diversos estresses, sendo que muitas vezes seus sintomas podem não ser 

visíveis de imediato (LARCHER, 2006). Os estresses ambientais podem se dividir em 

abióticos, cujos fatores edafoclimáticos representam uma grande porção, e estresses bióticos, 
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causados por organismos “vivos”, como as plantas, através da competição por recursos vitais, 

alelopatia e parasitismo; os micro-organismos, pela ação dos fungos, bactérias e vírus; animais, 

através da herbivoria ou pisoteio; e o homem, através da poluição, da compactação do solo, uso 

de agroquímicos, fogo etc. (LARCHER, 2006).  

Em condições de campo, as culturas são submetidas rotineiramente a um número de 

fatores de estresse abióticos simultaneamente. Em estudos revela-se que a resposta de plantas 

para uma combinação de diferentes estresses abióticos é único; e não pode ser diretamente 

extrapolado para simplesmente estudar cada uma das diferentes tensões aplicadas 

individualmente. Esses estudos também identificaram transcritos, combinações de metabólitos 

e proteínas, e respostas fisiológicas que são exclusivas para combinações específicas de 

estresse, destacando importância do estudo da combinação de estresse abiótico em plantas 

(ZANDALINAS et al., 2018). 

 
2.2 Estresse abiótico e expressão gênica 

 

Os primeiros passos para o processo de aclimatação é a percepção do estresse e o 

posterior “disparo” das respostas fisiológicas e moleculares (KNIGHT; KNIGHT, 2001). As 

respostas fisiológicas, de um modo geral, incluem o fechamento estomático, redução da 

fotossíntese, redução na absorção de nutrientes, produção de compostos específicos etc. As 

respostas moleculares, por sua vez, envolvem a alteração de genes específicos, bem como 

catabolismo e anabolismo de proteínas (GUY, 1990; HOLMBERG; BÜLOW, 1998). 

Foi sugerido, portanto, que a indução destas proteínas ocorra por meioda resposta as 

mudanças específicas, não sendo comum para todos os estresses (VIERLING, 1991). Um grupo 

particular de proteínas denominado proteínas de choque térmico (HeatShockProteins- HSPs) 

tem merecido destaque, principalmente por constituírem uma resposta comum nos mais 

distintos organismos, sendo conservada ao longo de toda a escala evolutiva. Dessa maneira, 

esta resposta pode ser observada, desde arqueobactérias, eubactérias (LINDQUIST; GRAIG 

1988), fungos, plantas, animais (VIERLING,1991) inclusive seres humanos (RIZZO et al., 

1998) onde podem estar relacionadas com a resposta do sistema inume. 

Algumas espécies quando submetidas ao estresse térmico expressam redução na síntese 

de proteínas (BLUMENTHAL et al., 1994), afetando a inibição e degradação das mesmas, 

porém algumas proteínas, HSPs (proteínas de choque térmico), são induzidas, podendo muitas 

vezes melhorar o seu desempenho quando expostas as altas temperaturas (XU et al., 2011). Os 

mesmos autores apresentam algumas HSPs associadas com tolerância ao calor em trigo. Essas 

proteínas, juntamente com seus fatores de transcrição de choque térmico (HSFs), estão 

envolvidas em mecanismos moleculares de tolerância a altas temperaturas, agindo de forma 
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molecular pela manutenção da homeostase do dobramento de proteínas. Em função dessas 

propriedades, as proteínas são mantidas intactas, sem modificações em suas estruturas e vias 

metabólicas. 

O termo “moléculas chaperonas” tem sido utilizado para designar um grupo específico 

de proteínas que interagem com proteínas desnaturadas com objetivos diversos, tais como: 

facilitar a conformação correta de polipeptídios recém sintetizados, promover a formação e 

manutenção de conformações protéicas específicas, modular a atividade protéica, facilitar o 

transporte protéico através das membranas mantendo o substrato na forma desnaturada, 

prevenir agregação ou desnaturação protéica, além de promover a sua renaturação. Estas 

últimas funções são particularmente importantes para as células submetidas a altas temperaturas 

(BOSTON et al., 1996), sendo que muitas evidências sugerem estas funções para as HSPs. 

Todavia, mesmo em espécies tropicais e subtropicais, a tolerância pode aumentar 

quando as plantas são previamente aclimatadas, ou seja, expostas por um período determinado 

a temperaturas (na faixa de 2°C a 15°C), uma vez que esse processo desencadeia mudanças na 

expressão de genes específicos, os quais promovem alterações metabólicas nas células (GUY, 

1990; THOMASHOW, 1998). Entretanto, nestas espécies, os mecanismos moleculares de 

percepção, sinalização molecular e modificação do metabolismo em resposta ao estresse são 

pouco estudados. Numerosas linhas de evidências apontam a síntese de HSPs como um 

componente importante na aquisição de termo-tolerância e termo-adaptação (LIN et al., 1984; 

HUSS; LAROSA et al., 1987; SIVARAMAKRISHNAN et al., 1990). 

Outras moléculas sinalizadoras secundárias, tais como o ácido abscísico (ABA) e o 

etileno, desempenham um importante papel na habilidade de espécies vegetais em tolerar 

estresses abióticos, incluindo o estresse por baixas temperaturas (SKRIVER; MUNDY,1990). 

Estudos realizados com soja revelaram que existe uma correlação entre a manutenção 

da fosforilação oxidativa e a presença de HSPs entre 15 e 30 kDa, mesmo quando mitocôndrias 

são submetidas a 42,5ºC (CHOU et al., 1989). Em plantas C4 (sorgo, milheto e 

Urochloapanicoides L.) a inibição da síntese protéica pelo tratamento com ciclohexamida, 

durante o choque térmico, promove uma diminuição drástica na eficiência da fotossíntese, 

sugerindo que a síntese de HSP tem um papel de proteção no cloroplasto (CLARKE; 

CRITCHLEY, 1994). 

As vias metabólicas que são essenciais para a aquisição de tolerância ao estresse hídrico 

levam, invariavelmente, à síntese de metabólicos osmoticamente ativos e proteínas específicas 

que atuam no controle do fluxo de água, na remoção de radicais livres e renaturação de proteínas 

(BOLNET; JENSEN, 1996).  
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2.3 Estresse biótico e o generoLeifsoniaxyli 

 

No caso das doenças, a indução de defesa pela planta durante o contato com o patógeno 

é dispendiosa, aumentando sua demanda por fotoassimilados, o que provaca alterações no 

metabolismo primário. Além disso, o patógeno procura manipular o metabolismo dos 

carboidratos da planta para a sua própria necessidade. Essa retirada de nutrientes pelo patógeno 

aumenta ainda mais a demanda da planta por assimilados. Outro aspecto importante está 

relacionado, em alguns casos, ao desenvolvimento de áreas cloróticas e necróticas decorrentes 

da infecção, com consequente redução de área fotossinteticamente ativa (BERGER; SINHA; 

ROITSCH, 2007). 

Bactérias fitopatogênicas são responsáveis por importantes doenças de cultivos 

econômicos e podem ser disseminadas por insetos, entre outros agentes. Dois tipos de relação 

patógeno-vetor podem ser identificados, a associação íntima e a contaminação acidental. 

Insetos podem disseminar bactérias fitopatogênicas à curta ou longa distâncias, dependendo do 

tipo de inseto, da associação inseto–fitobactéria e das condições ambientais, em particular o 

vento (AGRIOS, 2005).  

Uma importante bactéria que afeta a cana-de-açúcar éLeifsoniaxylisubsp. xyli(Lxx), 

agente causal do raquitismo-da-soqueira (RSD), foi primeiramente descrito em Queensland na 

Austrália, em 1944. Por muitos anos, acreditou-se que a doença estava associada a um vírus, 

devido à dificuldade em conseguir isolar o agente causal (MATSUOKA, 1972; JAMES, 

1996).É uma bactéria aeróbia, imóvel e gram-positiva, apresentando colônias circulares com 

margens inteiras, convexas e não-pigmentadas. É extremamente fastidiosa em seus 

requerimentos nutricionais e o seu isolamento é difícil mesmo em meio seletivo específico 

(TOKESHI; RAGO, 2005). O número de genes de patogenicidade é baixo se comparado a 

outras bactérias fitopatogênicas (MONTEIRO-VITORELLO et al., 2004). 

A sintomatologia da RSD ainda não foi claramente compreendida. Em geral, nas 

touceiras doentes observa-se colmos mais finos e internódios (região entre os nós) curtos, o que 

causa redução da produtividade (TIWARI et al., 2012). Nas variedades mais suscetíveis pode-

se observar internamente, na parte mais velha de colmos maduros, na altura do nó, vasos com 

a coloração alterada variando de alaranjado-claro a vermelho-escuro, podendo-se observar 

“vírgulas” e traços ou pontos localizados preferencialmente nas partes mais profundas do 

colmo. Estes sintomas repetem-se em praticamente todos os nós maduros do colmo. Quando 

não ocorrem sintomas na região nodal de colmos infectados, a ausência de sintomas pode ser 

explicada como resultado da reação da planta à presença de organismos estranhos (GATTI, 

2008).  
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Em 1989, a doença foi relatada em 61 países (TOKESHI, 1997). Na China, Estados 

Unidos, África do Sul, Austrália e Brasil foram relatadas redução da biomassa de 60% (LI et 

al., 2013), 33% (GRISHAM, 1991), 41% (BAILEY;BAILEY, 1995), 37% (YOUNG et al., 

2006) e 26% (GAGLIARDI; CAMARGO, 2009), respectivamente. No Brasil, ao ser descrita, 

já estava disseminada por todas as regiões canavieiras.  

Dentre os anos de 1975 a 2005, a doença causou perdas estimadas em mais de dois 

bilhões de dólares, só no estado de São Paulo (TOKESHI;RAGO, 2005). Em 2015, estudou-se 

os parâmetros ecofisiológicos das variedades Co 997 e RB 86-7515 inoculadas com Lxx, elas 

sofreram declínio de 25% e 16%, respectivamente, da taxa fotossintética líquida, quando 

comparadas as suas respectivas correspondentes não inoculadas. Além disto, a variedade RB 

92-579, apresentou redução de 24% do número de perfilhos por metro linear quando inoculada, 

evidenciando a gravidade e a intensidade dos riscos causados pela doença ao se instalar em um 

canavial (SILVA, 2015). Pesquisadores consideram o raquitismo da soqueira a mais importante 

doença da cana-de-açúcar em todo o mundo, responsável por perdas severas na produção e nos 

atributos de qualidade (TIWARI et al., 2012).  

Embora Lxx possa experimentalmente colonizar várias espécies diferentes 

(GILLASPIE;TEAKLE, 1989), é geralmente aceito que o seu único hospedeiro natural é a 

cana-de-açúcar. Evidências suportam a possibilidade de que Lxx é um endófito que foi 

transmitida para variedades comerciais de cana após hibridação interespecífica artificial com 

um progenitor selvagem, S.spontaneum e foi disseminada durante a criação de cana moderna. 

No Brasil, pesquisas detectaram o patógeno em 23 - 67% dos campos amostradas (PONTE et 

al., 2010; URASHIMA;MARCHETTI, 2013). Surpreendentemente, no entanto, existe poucos 

estudos de hospedeiros alternativos naturais de Lxx (MILLS et al., 2001;ZAVAGLIA et al., 

2016). 

 Assim, investigações adicionais sobre vetores alternativos de Lxx são necessários uma 

vez que podem trazer novos insights sobre a biologia deste patógeno que são relevantes para a 

gestão de RSD.Diferente de outras bactérias restritas ao xilema, como Xylellafastidiosa e 

Xanthomonasalbilineans, que possuem uma ampla gama de plantas hospedeiras (YORINORI 

et al., 2003; TOKESHI; RAGO, 2005).Um estudo relacionado feito com 15 espécies vegetais 

cultivadas e de 12 espécies de gramíneas coletadas a campo, nos resultados verifica-sea 

ausência de infecção por Lxx em todos os casos, confirmando que seus hospedeiros muito 

provavelmente se restringem a espécies do gênero Saccharum (ZAVAGLIA, 2016).  

Em estudos com 18 espécies de gramíneas da família Poaceae, das quais foram isoladas 

bactérias sorologicamente e morfologicamente semelhantes a Lxx., apesar da semelhança, 

concluiu-se que essas bactérias não se tratavam de Lxx (MILLS et al., 2001).  
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A Clorose Variegada dos Citros (CVC), conhecida como “amarelinho”, é uma doença 

causada pela bactéria Xylella fastidiosa, que atinge todas as variedades comerciais de citros. 

Restrita ao xilema (tecido condutor) da planta. A bactéria é transmitida para a planta por doze 

espécies de cigarrinhas, que são responsáveis pela disseminação da CVC em todas as regiões 

citrícolas do país. No cafeeiro, Homópteros (cigarrinhas) que se alimentam do xilema das 

plantas são vetores responsável por diversas doenças em plantas cultivadas como a requeima, 

agente causau a bactéria X. fastidiosa. 

Vários ensaios podem ser realizados para ser determinada a capacidade do inseto em atuar 

como agente de disseminação e inoculação. Uma das possibilidades é colocar os insetos para 

se alimentar em plantas doentes por 24 horas; após esse período imobilizar os insetos e análisar 

os tecidos das plantas onde os insetos se alimentaram e das estruturas do inseto (aparelho bucal, 

patas, ovos, hemolinfa, fezes, produtos de regurgitação e macerado do aparelho digestivo) pode 

ser realizada por isolamento e inoculação em hospedeiro suscetível (RAND;CASH, 1920); 

ELISA (EnzimeLinkedImmunosorbentAssay) com algumas restrições (YONCE;CHANG, 

1987) e PCR (CHRISTIE et al., 1991; ELAD et al., 1995; HILDEBRAND et al., 2000). 

O gênero Leifsonia pertence ao filo Actinobacteria, ordem Actinomycetales e a família 

Microbacteriaceae (EVTUSHENKO et al., 2000); compreende quatorze espécies e duas 

subespécies, cujas ocorrências foram relatadas em plantas, amostras de solo, liquens e até em 

amostras de água destilada. A grande maioria das espécies é mesófila, no entanto, algumas são 

psicrófilas, provenientes de locais com baixas temperaturas como a Antártica e o Himalaia 

(DAVIS et al., 1984). É uma bactéria aeróbia, imóvel e gram-positiva, apresentando colônias 

circulares com margens inteiras, convexas e não-pigmentadas. É uma bactéria corineforme, 

mede 0,25 a 0,5 µm por 1,4 µm e apresenta colônias circulares com margens inteiras, convexas 

e não-pigmentadas, é extremamente fastidiosa em seus requerimentos nutricionais e o seu 

isolamento é difícil, mesmo em meio seletivo específico (TOKESHI; RAGO, 2005). O número 

de genes de patogenicidade é baixo se comparado a outras bactérias fitopatogênicas 

(MONTEIRO-VITORELLO et al., 2004). Entre estes estão genes envolvidos na síntese de 

pectinase, celulase e lisozima. O sequenciamento do genoma de Lxxtrouxe informações 

relevantes sobre a presença de um operoncarotenoide (genes lctB, crtYe, crtB, crtle crtE) e uma 

enzima desaturase (desA) que poderiam estar envolvidos na síntese de um análogo ao 

fitormônio ácido abscísico (ABA) (DIAS, 2016). 

A doença causa crescimento retardado das touceiras e colmos menores, tornando o 

canavial desuniforme. Acredita-se que a bactéria é capaz de secretar um produto com ação 

similar ao ABA, entretanto, ainda não se conhece a composição desse extrato (CASTRO, 2012). 

Ele é um inibidor do crescimento em plantas e poderia ser o responsável pelo principal sintoma 
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da doença, o raquitismo (MONTEIRO-VITORELLO et al., 2004). 

Acreditava-se que a bactéria Lxxcolonizava apenas internamente os vasos do xilema, mas, 

além disso, elas foram encontradas em um novo nicho dentro do hospedeiro, o parênquima das 

células da folha (QUECINE et al., 2016). A bactéria prejudica os processos metabólicos 

normais envolvidos no crescimento das canas infectadas. As três primeiras fases da planta, 

exigem elevado atendimento hídrico e térmico a fim de permitir bom desenvolvimento. 

Entretanto, é no período de restrição hídrica, quando ocorre a maturação e o enriquecimento do 

colmo com sacarose (SILVA et al., 2012; RODRIGUES, 1995; SILVA et al., 2014a), que os 

sintomas da doença são potencializados.  

Não havendo, até o momento, produtos químicos registrados para seu controle nem 

cultivares imunes e por ser facilmente transmitida por meios dos equipamentos utilizado no 

manejo da cana, a desinfestação dos equipamentos é um importante método para prevenção da 

doença. Todos os equipamentos usados para corte da cana devem ser desinfestados com 

produtos químicos ou pelo calor (TOKESHI; RAGO, 2005). Todos os entraves no controle e 

diagnóstico da doença têm estimulado pesquisadores a buscarem novos métodos que permitam 

mitigar os problemas e novas formas de classificar os genótipos quanto a 

tolerância/susceptibilidade ao RDS (GAGLIARDI, 2008; URASHIMA, 2013).  

A bactéria L. xylié transmitida por estacas ou colmos provenientes de plantas doentes. 

Este mecanismo de disseminação tem sido eficaz, pois havendo cultivo com material 

contaminado, a doença será facilmente disseminada.  

Quando o produtor precisa realizar a reforma do canavial, as mudas para este plantio, 

devem estar isentas de raquitismo, pois isso contribuirá decisivamente para a longevidade do 

futuro canavial. Para se assegurar sobre a ausência de contaminação, o produtor pode utilizar 

MPB (Muda Pré-Brotada), origem de meristemas com fitossanidade garantida, ou de tratamento 

térmico. Quando a origem das mudas não for por MPB, o produtor tem a opção de fazer o 

exame laboratorial deste material para detectar a presença do raquitismo. Ou ainda utilizar o 

teste para as mudas que serão multiplicadas no sistema MPB, garantindo um material isento da 

doença (SOCICANA, 2017).  

Diagnósticos da doença são baseados na detecção da bactéria por inúmeras técnicas, 

incluindo a microscopia de contraste de fase (STEINDL, 1976), sorologia (GILLASPIE, 1978) 

e mais recentemente, um conjunto de métodos moleculares altamente sensíveis têm sido 

desenvolvidos para a detecção de L. xylisubsp. xyli, incluindo a reação em cadeia de polimerase 

convencional (PCR) (FEGAN et al, 1998;PAN et al, 1998; TAYLOR et al., 2003), nested PCR 

(FARAHANI et al, 2015.), PCR quantitativa (qPCR) (CARVALHO et al, 2016; PELOSI et al,. 

2013) e mediadas por ciclo de amplificação isotérmica (LAMP) (GHAI et al., 2014; LIU et al., 
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2013). No entanto, estes não parecem ter sido amplamente utilizados para a triagem comercial, 

embora tenha apresentado uma alta sensibilidade na detecção do patógeno. A comparação de 

três metodologias de diagnose (microscopia de contraste de fase, dot-blot e PCR) para a 

detecção de Lxxe sua utilização em análises rotineiras, e demonstraram que a técnica de 

diagnose por PCR é bastante sensível, detectando o nível de 101 células mL-1.A técnica de PCR 

apresenta muitas vantagens para diagnose porque além de permitir uma rápida e fácil avaliação 

das amostras, ainda permite uma inspeção visual direta dos produtos amplificados.  
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4. ARTIGO 1 
 
ESTRESSE TÉRMICO E EXPRESSÃO GÊNICA EM CANA-DE-AÇÚCAR 
(Saccharumofficinarum) 
 
Periódico submetido (ou a ser submetido): ScientiaHorticulturae 

 

RESUMO 
Objetivou-se com este estudo avaliar parâmetros fisiológicos da cultivar de cana-de-açúcar 
RB867515submetida a temperaturas de 40°C, 28°C e 15°C em diferentes tempos de exposição 
(0, 4,8, 12 e 24 horas). O experimento foi estabelecido em delineamento inteiramente 
casualizado, com seis repetições.  As plantas foram mantidas em casa de vegetação por 65 dias. 
Em seguida foram submetidas ao estresse de temperatura. Foram feitas as medidas de clorofila 
a e b, e estimada a relação a/b, e o total de clorofila nas folhas. As medidas da fluorescência da 
clorofila foram feitas em folhas localizadas na região mediana da folha. Foram medidos os 
valores de fluorescência inicial (F0) e máxima (Fm). De posse dessas variáveis foram estimadas 
as relações: Fv/Fo e a eficiência quântica potencial do fotossistema II (FSII) Fv/Fm. Altas 
temperaturas afetaram a eficiência fotossintética das plantas de cana-de-açúcar. Para a avaliação 
da expressão gênica RNAm foi extraído usando os mesmos tipos de folhas usadas na avaliação 
da fotossíntese. As sequências gênicas empregadas foram desenhadas para Arabidopsisthaliana 
L. para os genes M6, HSHP, 18S, PKABA, AIB3 e PER1. Expressão variável ocorreu para o 
gene 18S, e não houve variação detectável para os demais genes. 
 
Palavras-chave: OJIP, clorofila, fluorescência, RNA, cDNA 
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ABSTRACT 
 
The objective of this study was to evaluate the physiological parameters of sugarcane cultivar 
RB867515 submitted to temperatures of 40 ° C, 28 ° C and 15 ° C at different exposure times 
(0, 4, 8, 12 and 24 hours). The experiment was established in a completely randomized design 
with six replicates. The plants were kept in a greenhouse for 65 days. Afterwards they were 
submitted to temperature stress. Measurements of chlorophyll a and b were made, and the a / b 
ratio and total chlorophyll in the leaves were estimated. Chlorophyll fluorescence 
measurements were made on leaves located in the median region of the leaf. The initial (F0) 
and maximum (Fm) fluorescence values were measured. These variables were estimated: Fv / 
Fo and the potential quantum efficiency of photosystem II (FSII) Fv / Fm. High temperatures 
affected the photosynthetic efficiency of sugarcane plants. For the evaluation of gene 
expression mRNA was extracted using the same types of leaves used in the evaluation of 
photosynthesis. The gene sequences employed were designed for Arabidopsis thaliana L. for 
the genes M6, HSHP, 18S, PKABA, AIB3 and PER1. Variable expression occurred for the 18S 
gene, and there was no detectable variation for the other genes. 
 
 
Key-words: OJIP, chlorophyll, fluorescence, RNA, cDNA. 
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4.1. INTRODUÇÃO 
 
Estudos referentes às relações de estresses abióticos e suas interações nos processos 

fsiológicos são de fundamental importância para a agricultura. O estresse abiótico tem efeitos 

em diversos processos fisiológicos das plantas, muitos dos quais retém mecanismos de 

adaptação e de produção da cultura (CONDE et al.,2018; KOK;BAL, 2018). 

A temperatura é um dos fatores que afetam a eficiência fotossintética da cana-de-açúcar, 

podendo ser considerada tanto um fator limitante, como também estimulante dos processos 

fisiológicos da planta (SHEN et al., 2004; SATO et al., 2016).A taxa fotossintética de plantas 

de cana-de-açúcar desenvolvidas em 10°C tiveram uma redução de 20% quando comparada as 

plantas desenvolvidas em 30°C (DE MELO; SAGE, 2017). As taxas fotossintéticas do milho 

em seis temperaturas contribuíram para aumentar as ataxasfotosintéticasa partir de 15°C até a 

temperatura de 35°C, e a partir desta, houve redução (MASSAD et al., 2007). Muitos desses 

efeitos refletem mecanismos de resistência das plantas ao ambiente. O ajustamento osmótico é 

o mecanismo fisiológico mais importante para capacitar as plantas a resistirem aos estresses 

abióticos (SINGH et al., 2018). 

A fotossíntese é um dos processos fisiológicos mais sensíveis ao calor, principalmente 

por causa da sensibilidade da membrana do tilacóide e da redução da produção de clorofila 

(RISTIC et al., 2007). Nessas condições há aumento da respiração e com consequente redução 

do ciclo, área foliar, estatura de plantas e produção. 

As altas temperaturastambém promovem a diminuição da estabilidade das membranas 

celulares, com isso, há modificação da composição e suas estruturas, podendo levar a perda de 

íons, inibição da fotossíntese e aumento da respiração. A excessiva fluidez de lipídeos da 

membrana faz com que as mesmas percam a sua função de manutenção da homeostase celular 

(COSSANI;REYNOLDS, 2012). 

A compreensão e avaliação de mecanismos bioquímicos e fisiológicos em nível celular, 

molecular e morfológico, junto com os métodos tradicionais de seleção, constituem alternativas 

para seleção de genótipos tolerantes ao estresse de calor (SOUZA et al., 2011).  

Genes de referência são necessários em experimentos que envolvem comparação da 

expressão do gene alvo devido à variação nos fatores como estresse (biótico ou abiótico), 

estádio de desenvolvimento e tratamento. A análise da expressão de genes alvo envolve a 

preparação de RNA mensageiro (mRNA), síntese de cDNA, seguido por PCR em tempo real. 

Cada uma dessas etapas é propensa a variação na preparação da amostra, quantificação, 

manuseio dentre outros fatores (PFAFFL,2004; GUE´NIN et al., 2009). Para superar essa 

variação, níveis de RNAm são normalizados para referenciar o nível de transcritosdo gene na 

reação após transcrição reversa em cDNA (BUSTIN,2002). Como existem muitas avaliações 
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crítica do que define um gene de referência adequado e, como esses genes seriam 

completamente verificados é importante avaliar a expressão em genótipos (DUNDAS;LING, 

2012; KOZERA;RAPACZ, 2013; ROCHA etal., 2015; CHAPMAN;WALDENSTRO, 2015).  

A expressão do gene de referência é esperada ser afetada na condição promovida durante 

o experimento. Portanto, o desafio para qualquer análise de expressão envolve a identificação 

de um gene de referência adequado para essa condição.Qualquer gene que tenha expressão 

estável na condição dada pode ser usado como um gene de referência.Alguns exemplos de 

genes de referência sãoHKGque são genes constitutivos necessários para a manutenção de 

funções celulares básicas, como celular divisão, crescimento e desenvolvimento, apoptose e 

processos fisiológicos tais como glicólise, metabolismo etc. HKG mais amplamente e 

tradicionalmente usados atuam como controle interno inclui gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH), fator de alongamento-1a (EF-1 a), poliubiquitina (UBQ), actina 

(ACT), a-tubulina (TUB), b-tubulina (TUB), e a subunidade ribossomal18S, dentre outros 

(KOZERA;RAPACZ, 2013). 

Para a análise de expressão de qualquer gene sob uma nova condição de tratamento, o 

procedimento é iniciar identificando o gene de referência apropriado, que exibe expressão 

estável, para esse tratamento. Os níveis de expressão genes-alvo seriam imprecisos e perfis 

transcricionais alterados seriam exibidos após a normalização se a o gene de referência 

escolhido é instável (LØVDAL;LILLO, 2009; PETRICCIONE et al., 2015).  

A seleção de um gene estável como referência é um passo extremamente crítico porque 

descuidada a seleção pode levar a resultados enganosos. Interpretação falsa pode surgir da falsa 

seleção (GUTIERREZ et al., 2008; GUE´NIN et al., 2009). 

Estes genes podem ser analisados empregando uma variação da técnica PCR, que é o 

real-time PCR, capaz de quantificar osprodutos de PCR a cada ciclo pela utilização de 

substâncias flourogênicas que sãoligadas às moléculas de ácido nucléico e o conjunto é 

monitorado em tempo real, comoo próprio nome da metodologia sugere. 

Visto a demasiada importância da cultura frente aos estresses causados por variações 

bruscas de temperatura, estudos que abordem as respostasfisiológicas e moleculares da cana-

de-açúcar em diferentes temperaturas de desenvolvimento são necessários para um melhor 

conhecimento sobre a ingluência destes fatores. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as 

variações fisiológicas, por meio da absorção de CO2 / área / tempo, e verificar a alteração na 

expressão gênica durante esta avaliação, da cultivar RB867515 de cana de açúcar. 

 



43 

 

4.2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.2.1. Produção das mudas de cana-de-açúcar 

 

As mudas foram propagadas a partir de canavial estabelecido no Campus Rural da 

Universidade Federal de Sergipe, empregando a cultivarRB867515, com bom aspecto 

fitossanitário. O material de propagação foi obtido adotando o sistema de multiplicação de cana-

de-açúcar com mudas pré-brotadas (MPB), oriundas de gemas individualizadas (IAC, 2012), 

em viveiro com sombrite 50% e irrigação diária.O substrato utilizado foi o comercial 

Plantmax® e pó-de-coco tratados na proporção de 1:1 de volume.  

Aos 15 dias de plantadas (DAP) as mudas foram transplantadas em tubetes de volume 

de 53 cm³. Com 40 DAP as plantas foram podadas e colocadas para aclimatação em sol pleno 

e irrigação diária.  

 

FIGURA 1. Mudas de cana-de-açúcar cv. RB867515 produzidas em sistema MPB com 15 dias 

após plantio (A). Acomodação das mudas aos 65 após plantio em sistema de temperatura e 

luminolisade controladas (B).UFS, São Cristóvão-SE, 2019. Fonte Autor. 

 

A plantas com 65 DAP foram colocadas em câmara climatizada tipo BOD, com controle 

constante de temperatura, irradiância (densidade de fluxo de luminoso 3.000 lm m-2 s-1 = 60.000 

Lux) e fotoperíodo de 12 horas (nível de energia luminosa próximo a um dia de janeiro em 

Sergipe).  

Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), tendo para 

cada tratamento seis repetições, e a parcela experimental constituída de um tubete contendo 

A B 
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uma única planta. As mudas foram submetidas a três regimes de temperatura baixa (15ºC); 

média (28ºC) e alta (40ºC) durante cinco períodos (0; 4;8; 12 e 24 horas). 

 

4.2.2. Determinação da clorofila a e b 

 

Para avaliação dos índices de clorofila a e b foi utilizado um clorofilômetro (Modelo 

ClorofiLOG CFL1030) (FALKER, 2008). A determinação do índice de clorofila total foi obtida 

por meio da soma dos índices de clorofila a e b, bem como a razão a/b(BARBIERI JÚNIOR et 

al., 2012; BRITO et al., 2011; KRENCHINSKI et al., 2018; OLIVOTO et al., 2018; 

RODRIGUES et al., 2017; SIQUEIRA-SILVA et al., 2018). Na ocasião, foi escolhida a 

segunda folha, localizada do topo para a base dos perfilhos, que estivesse totalmente expandida 

(lígula visível), sendo a leitura realizada no terço médio de cada folha. 

4.2.3. Fluorescência transiente de clorofila a 
 

As medições da clorofila a foram realizadas com um fluorímetro portátil modelo OS-

30p (Opti-Sciences Inc., EUA) para avaliar os efeitos de tratamentos no funcionamento de 

fotossistemas e a cadeia de transporte de elétrons. As medições foram realizadas nas mesmas 

folhas da análise anterior, adaptadas ao escuro por 30 minutos. 

 

FIGURA 2.Clorofilômetro (ClorofiLOG CFL1030) (a), usado nas medições de clorofila a e b. 
Fluorímetro portátil (b) (OS-30p) usado para medições de fluorescência. Pinças para adaptação 
ao escuro (c). Ambos equipamentos utilizados em mudas de cana-de-açúcar submetidas a 
estresse abiótico. UFS, São Cristóvão-SE, 2019. Fonte Autor. 

 

Os estados transientes de fluorescência da clorofila foram produzidos pela emissão de 

luz actínica (λ = 660 nm), na intensidade de 3.000 μmol m − 2 s −1 (fótons) por 1 segundo. 

a 
b 

c 
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Airradiação foi aplicada homogeneamente em área foliar com 4 mm de diâmetro (DINIS et al., 

2016). 

A cinética rápida da emissão de fluorescência desde a fluorescência inicial até ao 

máximo (Fo para Fm) foi medida pelos passos do OJIP: O≅ Fo (50 μs), J (2 ms), I (30 ms), 

P≅Fm e, também os valores de tempo para fluorescência máxima t (Fm) e a área acima da 

curva OJIP (A). 

 
4.2.5. Extração do RNA total 
 

 Durante o experimento foram recolhidas amostras de tecido foliar usando um furador 

de papel. Foram acondicionadas em microtubosrosqueáveis, etiquetados e transferidos 

imediatamente para nitrogênio líquido, sendo armazenadas em freezer a -80°C até o momento 

de sua utilização para extração do RNA total. 

Para a extração de RNA os tecidos foliares (0,3 g) foram macerados em almofariz com 

auxílio de pistilo e em seguida transferidos para um microtubo. A extração foi realizada 

empregando kit comercial NucleoSpin® RNA de acordo com as recomendações e 

especificações do fabricante. 

 

FIGURA 3. Extração de RNA do tecido foliar de mudas de cana-de-açúcar submetidas ao 
estresse abiótico (A). TermocicladorAppliedBiosystems® 7500 Real-Time PCR System. UFS, 
São Cristóvão-SE, 2019. Fonte Autor. 
 

A qualidade dos transcritos obtidos foi avaliada por meio da razão do espectro de 

absorbância da amostra utilizando um espectrofotômetro de microplacas (Epoch) e o software 

Gen5™ para análise dos dados. Para isto empregou-se 1 ul de cada amostra. Obteve-se o 

espectro (220-750 nm) além de outras informações como concentração de RNA eas razões das 

absorbâncias 260/280 e 260/230. 

A B 
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O RNA total foi extraído de cada amostra e, em seguida, transcrito reversamente para 

amostras de cDNA. Utilizou-se um conjunto de DNase isenta de RNase para eliminar a 

contaminação porDNA nas amostras.  

A síntese foi realizada a 25ºC por 5 minutos para o anelamento, 42ºC por 60 minutos 

para amplificar e a inativação da enzima foi concluída a 70ºC por 15 minutos. Todas as amostras 

de cDNA foram diluídas com água isenta de RNase antes de serem usadas como template na 

análise RT-qPCR. 

 

4.2.6. PCR quantitativa 
 

As reações de PCR quantitativa foram realizados num sistema de detecção de PCR em 

tempo real no aparelho AppliedBiosystems® 7500 Real-Time PCR System, utilizando Power 

SYBR® Green PCR Master Mix para detectar a síntese de cadeia dupla de cDNA.  

As reações foram realizadas num volume de 20 uLcontendo 5 uL de cDNA de 40 

uM/uL, 12,5 uL SYBR Green, 6,5 uL de água e 0,5U de cada primer (forward e reverse). Todas 

as amostras foram analisadas emtriplicatas técnicas.  

Os primers empregados foram os obtidos a partir de sequências de Arabidopsisthaliana 

L. e são M6, HSHP, 18S, PKABA, AIB3 e PER1. Os procedimentos de PCR foram os seguintes: 

95ºC por 10 min, 40 ciclos de 95ºC por 30 segundos, temperatura indicada para o primer por 

60 segundos, 72ºC por 10 segundos, e as curvas de fusão foram realizadas imediatamente após 

o término da RT-qPCR e fluorescência medida a partir de 65 a 99ºC. 

 

4.2.7.Determinação da eficiência de amplificação dos iniciadores 
 

A eficiência de amplificação para os seisprimers utilizados foi estimada por meio de 

reações de qPCR contendo cDNA submetido a diluições seriadas de 4 vezes (1:10). Sendo 

preparadas 3 replicatas para cada uma das cinco diluições das amostras de cDNA. Os CT’s 

obtidos para cada gene foram submetidos à regressão linear, sendo calculados os coeficientes 

de correlação entre os pontos e a reta plotada para validação da regressão. 

O gene de referência pesquisados neste trabalho com suas características de 

amplificação e expressão em Saccharumofficinarum, foi o gene 18SrRNAadesão SCFRRE06 

18S referente a região ribosomal do RNA, sequência F/R CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA 

e ACACTTCACCGGACCATTCAA. 
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4.2.5. Análise dos dados 

Em ambos as avaliações, fisiológicas e moleculares, a normalidade dos dados foi 

avaliada pelo Teste de Shapiro-Wilk. A análise de variância dos efeitos dos tratamentos, o teste 

de comparação de médias de Tukey(P ≤ 0,05) e a análise de regressão foi realizada com o 

programaSisvar (FERREIRA et al., 2013). 

4.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.3.1. Clorofila a e b 
 

Os índices de clorofila totais das mudas cana-de-açúcar foram influenciados (p≤0,05) 

pela interação entre os tempos de exposição e temperatura. Para a clorofila a, baixatemperatua 

gerou valores de 27,1; altas temperaturas valores de 24,99 e temperaturas médias resultaram 

em valores de 25,99. Resultados semelhantes foram observados para clorofila b e clorofilas 

totais. Para a relação de clorofila a/bobteve-se valores maiores para temperaturas médias e altas 

e menores valores para temperaturas baixas3,38; 3,44 e 3,22 respectivamente.  

 

TABELA 1. Índice de Clorofila Falker em plantas de cana-de-açúcar (Sacharum spp.) 
submetidos a diferentes temperatura e tempos de exposição.Clorofila a (Clo a), Clorofila b (Clo 
b), Clorofila total ( Clo TOTAL) e Relação da Clorofila a/b ( Clo a/b). 
 

Variavél 
Clorofila   

Clo a Clo b Clo TOTAL Clo a/b 

Tempo (horas) 
 (n= 18) (TE) 

* * * ** 

0 25,36 b 6,68 c 34,44 ab 3,15 c 
4 27,62 a 8,36 a 35,45 a 3,34 bc 
8 26,02 ab 7,80 ab 33,82 abc 3,39 bc 

12 24,81 b 7,32 cb 32,31 bc 3,51 a 
24 24,99 b 7,34 c 32,20 c 3,40 ab 

Temperatura (n=54) 
(T°C) 

* * * 
** 

Baixa (15°C) 27,01 a 6,34 c 31,74 a 3,22 b 
Média (28°C) 25,99 a 7,74 b 33,73 b 3,38 ab 
Alta (40°C) 24,99 b 8,43 a 31,74 c 3,44 a 
TE x T°C ns  *  **  ns  
CV (%) 6,75  12,99  6,94  9,78  

Índice de clorofila a (Cl a); clorofila b índice (Cl b); clorofila total, índice (Total cl); relação entre Cl a e Cl b 
(relação Chla/b). Valoresseguidos pelas mesmas letras na coluna não diferem pelo teste de Tukey. Nível de 
significância: ** (p ≤ 0,01),* (p ≤ 0,05), ns (não significante). 
 
 

 Os teores de clorofila a, b, total e a relação a/b foram influenciados (p≤0,05) por 

diferentes tempos de exposição. Para as temperaturas, apenas as os teores de clorofila b, Totale 



48 

 

a/b foram influenciados (p≤0,05) (Tabela 1). Houve interação entre tempo de exposição e 

temperatura para as variáveis clorofila b e clorofila total. Para clorofila a,o tempo de 4horas( 

de exposição foi superior, a temperatura baixa e a média promoveu os maiores resultados (27,01 

e 25,99) a quantidade de clorofila foi inferiorem temperaturas altas(24,99) (FIGURA 4).  

  

 

FIGURA 4. Teores de clorofila total (Clo Total), clorofila a (Clo a), clorofila b (Clo b) e a 
relação clorofila a e b (Relação a/b) para mudas de cana-de-açúcar submetidas a diferentes 
tempos de exposição e temperaturas. UFS, São Cristóvão-SE, 2019. 

 Para clorofila b, apartir de 4horas de exposição (8,36) ocorreu influenciou positivamente 

nos valores quando comparados a primeira hora de exposição (6,68). As temperaturas foram 

proporcionais as quantidades de clorofila, ou seja, a medida que seelevou  temperatura (15°C, 

28°C e 40°C) houve aumentoda quantidade de clorofila (6,34; 7,74; 8,43). Para clorofila total 

houve diferença entre os tempos de exposição, sendo que para o tempo de 4 horas (35,45), se 

obteve os melhores resultados. Após esse tempo houve decréscimo. As temperaturas foram 

inversamente proporcionais as quantidades de clorofila. A relação de clorofila a/b foi 

influenciada pelos tempos de exposição. A partir de 12 horas os valores aumentaram (3,51 e 

3,40). No entanto, nas temperaturas médias e altas (3,38 e 3,44) foram superiores as 

temperaturas baixas (3,22). A clorofila a, b, conteúdo total e a relação a/bforam alterados, 
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mostrando que as plantas evitaramdanos ao fotossistema II, limitando a quantidade de energia 

absorvida. 

 Resultados semelhantes foram encontrados por outros pesquisadores em 

Physalisperuviana L. (DEVECI; CELIK, 2016), (DEVECI et. al., 2017; BAHADUR et al., 

2009; ADEJUMO et al., 2018; FARIAS et al., 2019). 

4.3.2 Fluorescência da clorofila a 
 

A temperatura é um dos fatores que afeta a eficiência fotossintética da cana-de-açúcar, 

podendo ser considerada tanto um fator limitante, como também estimulante dos processos 

fisiológicos da planta (SHEN et al., 2004).  

A fluorescência transiente da clorofila exibeo transiente OJIP, que foi normalizado 

entreos passos O e P e expressa como fluorescênciavariável relativa (Figura 1), subir durante o 

primeiro segundo de iluminação depois de escureceradaptação.  

 

 

FIGURA 5. Curvas típicas de fluorescência de clorofila transiente na cana de açúcar exposta a 
três temperaturas diferentes: baixas (15 ºC diurna); temperaturas médias (28 ºC) e temperaturas 
altas (40 ºC) e a indicação dos passos 0, K, J, I e P. No eixo temporal (logarítmicos) pontos 
inicial e final das medições, bem como pontos de tempo de fluorescência medições [F50μs(FO), 
F100μs(FK), F300μs(FP), F2ms (FJ), F30ms (FI)]. Estas curvas são mostradas em uma escala 
de tempo logarítmica (unidades arbitrárias) e em uma escala de tempo linear (milisegundos). 
O, K, J, I, P são marcados na figura, em que: O é para a origem (a fluorescência mínima F O); 
K para a fluorescência a 0,3 ms (F K), J e I são os níveis de fluorescência para os intermediários 
em 2 ms e 30 ms (F J e F EU) e P é para o pico (F P). 

 
O passo marcante é em 2 ms, chamado de J-step, quando a temperatura baixa e média 

(15°C e 28°C) crescem em proporções semelhantes; enquanto a temperatura alta (40°C) 

ocasiona uma redução deste ponto. A fluorescência sobe para o J-stepfornece informações sobre 

eventos de rotatividade únicadas principais reações de fotoquímica, principalmenteredução de 
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QA. Essa situação torna-se constante nas demais medições.Todas as curvas da fluorescência 

variávelrelativa (WOP) apresentaram uma forma OJIP típica,com uma fluorescência variável 

máxima, indicando que as amostras se apresentavamfotossinteticamenteativas (STRASSER et 

al., 2004; YUSUF et al., 2010).De forma geral observa-se (Tabela 2) que a eficiência 

fotossintética das plantas de cana-de-açúcar foi bastante afetada pela variação da temperatura 

(baixa, média e alta). 

A fluorescência da clorofila é uma ferramenta que nos permite avaliar o 

comportamentodo sistema fotossintético de plantas em situação de estresse esem a necessidade 

de destruir a amostra (KALAJI et al., 2014; GOTTARDINI et al., 2014). Os resultados obtidos 

para Fv/Fmde plantas de cana-de-açúcar, corroboram com as encontradas na literatura 

paraplantas, porque apresentam valores que variam de 0,70 a 0,85quando estabelecido sob 

condições ótimas (LEE et al., 2016).  

Umaredução gradual de Fv/Fm foi observada com a elevação das temperaturas 

aplicadas. Outros autores obtiveram respostas semelhantesestudando plantas submetidas a 

estresses abióticos (OUKARROUM et al., 2007; KALAJI et al., 2011;WANG et al., 2012; 

BRESTIC E ZIVCAK, 2014; MEHTA et al., 2010; ZIVCAK et al., 2014a, 2014b; CHEN et 

al., 2015).A eficiência quântica máxima de PSII (Fv/Fm) foi diferente (Tabela 2), este 

parâmetro foi o único que apresentou significância entre os tempos de exposição. Para os efeitos 

das temperaturas, todas as variáveis foram significatitas (p ≤ 0,05).    
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TABELA 2. Parâmetros fisiológicos (F0 (Fluorescência inicial), FM (Fluorescência máxima) 
e FV (Fluorescência variável) (Fv = Fm – F0), a partir desses parâmetros foi calculada a 
eficiência quântica potencial (Fv/Fm) do fotossistema II, relação daFluorescência variável com 
Fluorescência inicial  (FV/F0) e a relação Fluorescência inicial comFluorescência máxima 
(F0/FM) em cana-de-açúcar com 65 dias após o plantio. UFS, São Cristóvão-SE, 2019. 

Variavél 
Fluorescência da clorofila a 

F0 FM FV FV/FM FV/F0 F0/FM 
Tempo 
(horas) 

(n= 18)(TE) ns ** ns 

 
 

** ** ** 
0 217,72  849,31 a 630,33  0,74 a 2,90 a 0,35 b 
4 230,92  808,50 ab 559,56  0,69 b 2,44 b 0,42 a 
8 218,67  797,70 ab 578,64  0,72 ab 2,65 ab 0,39 ab 

12 230,87  813,10 ab 582,23  0,71 ab 2,55 ab 0,42 b 
24 216,84  778,91 b 577,11  0,74 a 2,67 ab 0,39 ab 

Temperatura 
(n=54)(T°C) 

* ** ** ** ** ** 

Baixa (15°C) 217,28 b 840,61 a 613,19 a 0,73 a 2,87 a 0,35 b 
Média 
(28°C) 

222,09 ab 858,87 a 646,71 a 0,74 a 2,88 a 0,35 b 

Alta (40°C) 229,61 a 721,16 b 493,16 b 0,67 b 2,16 b 0,48 a 
TE x T°C Ns ns ns * ns ns 
CV (%) 9,07 8,78 12,00 5,65 12,77 16,59 

Unidade de medida utilizada é de elétrons quantum-1. Significa seguido pelas mesmas letras na coluna não diferem 
pelo teste de Tukey. Nível de significância: ** (p ≤ 0,01), * (p ≤ 0,05), ns (não significante). 
 

As plantas mais afetadas pelos regimes de temperatura foram as plantas submetidas a 

temperaturas altas. A fluorescência inicial em temperaturas baixas e altas diferiram 217,28 e 

229,61, e a temperatura média manteve-se em 222,09. A Fluorescência máxima foi reduzida na 

temperatura alta 721,16 e manteve-se semelhante nas outras duas temperaturas, 840,61 e 

858,87. O mesmo comportamento foi observado para fluorescência variável com valores de 

613,19; 646,71 e 493,16, baixa, média e alta, respectivamente. 

Os tilacoides são relatados como o principal local de dano induzido pelo frio no 

cloroplasto, uma vez que suas membranas perdem a capacidade de transporte de elétrons e 

fotofosforilação em condições de queda de temperatura, possivelmente, devido a alteração ou 

reorganização de componentes como polipeptídeos de membrana (BERTAMINI et al., 2007).  

Neste tratamento a eficiência quântica potencial do fotossistema II (FV/FM) foi de 0,67, 

enquanto que a Fv/Fm dos tratamentos com Tmédia e Tbaixa foram de 0,74 e 0,73, 

respectivamente. Esta variável foi a única que teve resultado significativo para a interação da 

temperatura versus tempo de exposição (TE x T°C).  

A redução da Fv/Fm pode estar associada ao excesso de elétrons devido ao fato de que 

baixas temperaturas reduzem a eficiência das enzimas do Ciclo de Calvin, reduzindo o consumo 

dos produtos fotoquímicos, gerando um excesso de elétrons. O primeiro dano gerado por esse 
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excesso de elétrons é a perda da estabilidade e a desestruturação físico-química das 

biomembranas dos tilacóides, afetando o fotossistema II. Após afetar a integridade funcional 

das membranas do cloroplasto e dasmitocôndrias, os processos como a fotossíntese e a 

respiração também podem ser prejudicados, uma vez que dependem da atividade de transporte 

de elétrons e enzimas associados à membrana (MAMEDOV et al., 1993; HAVAUX, 

1993).Portanto, a fotossíntese da cana-de-açúcar em altas temperaturas pode ter sido limitada 

principalmente pela redução da atividade bioquímica que, consequentemente, causou nessas 

plantas um dano fotoquímico. 

O rendimento quântico de energia dissipada na antena do PSII, relacionada a processos 

não fotoquímicos (calor) é dado por F0/FM. Sob estresse um dos mecanismos utilizados pelas 

plantas é a dissipação do excesso de energia absorvida que não poderá ser armazenada ou 

transportada a partir do PSII. O acionamento de mecanismos pode ser resultado de uma série 

de danos, como às estruturas do PSII ou, por exemplo, na membrana dos tilacóides submetidas 

ao efeito de hidrocarbonetos (KRESLAVSKI et al., 2017) 

O excesso de calor, além de induzir perdas quantitativas e qualitativas na produção, 

encurta a duração do ciclo, reduz a área foliar, a estatura e a percentagem de fecundação das 

flores, acelera o período de enchimento e a senescência, além de diminuir o peso médio dos 

grãos. A fotossíntese é um dos processos fisiológicos mais sensíveis ao calor (DEMIREVSKA-

KEPOVA et al., 2005), principalmente por causa da sensibilidade da membrana do tilacóide, 

com redução da produção de clorofila (RISTIC et al., 2007). 

Na presença de temperaturas elevadas, as plantas desenvolvem reações defensivas como 

a ativação de vários genes responsáveis pela síntese de um conjunto de substâncias, entre elas 

as peroxidases, enzimas que favorecem a oxidação das células produzindo radicais livres que 

agem nas membranas celulares e proteínas causando danos ou morte celular (ESSEMINE et al., 

2010).  

 

4.3.3 Expressão gênica em cana 
 

 Os resultados do RNA total para a relação A260/A280nm das amostras variou entre 2,09 

e 2,33. São consideradas amostrasde boa qualidade quando as leituras de 260/280 apresentam 

relações de 1,8 a 2,0. Relações abaixo destes valores indicam contaminantes na amostra como 

proteínas ou tiocianato de guanidina. As amostras analisadas encontravam-se dentro desses 

valores. 



53 

 

Neste estudo os genes M6, HSP (sHSP18.2), PER1e 18S foram avaliados. Houve 

atividade gênica detectável para 18S a 15°C e 40°C, em alguns tempos, para os demais 

tratamentos que não estão apresentados na Figura 5, não houve expressão detectável.  

 

FIGURA 5. Expressão gênica para a subunidade ribossomal18Sem cana-de-açúcar cv. 

RB867515 submetida as temperaturas de 15°C e 40°C em diferentes tempos de avaliação. 

4.4. Discussão 
 

A variação nos genes de referência depende do bióticoe condições abióticas onde o 

organismo se desenvolve(THELLIN et al., 1999). Nas plantas, a tolerância à secafoi mostrada 

ser um abiótico extremamente complexo,condição caracterizada por interações associadas 

commanutenção celular, produção e degradação de proteínas e mudanças no metabolismo, 

como revisado(SHANKER et al., 2014). 

Um estudo sobre genes de referência candidatospara cana-de-açúcar com base emsua 

expressão estável em estádios de desenvolvimento e/ou estresse abióticos, indicaram como 

novos genes de referência candidatos, APRT, PRR, 18SrRNA, eEF-1a, eIF-4a, UBQ, CAC, 

TIPS-41 e CUL, e dentre estes encontra-se a subunidade 18S. 

Ao se comparar os dados de clorofila a, b e total é possível se relacionar a expressão 

diferencial da subunidade 18S com os teores. Este gene tem sido descrito como útil para uso 

como referência em cultivares de cana-de-açúcar em outros estudos, independente da cultivar 

avaliada. Este gene é um dos mais abundantes expressos em pesquisas (LING et al., 2014). 

Neste estudo foi empregada somente uma cultivar de cana-de-açúcar e teve como 

objetivo revelar quais genes de referência empregar em amostras experimentais com diferentes 
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tratamentos de temperatura. No entanto, é importante ressaltar da necessidade de testar esta 

expressão com diferentes cultivares em combinação com outros genes de referência e também 

analisar a expressão em diferentes tecidos da planta. É também importante ratificar o potencial 

da técnica qRT-PCR para precisa e confiávelanálise da expressão gênica em cana-de-açúcar. 

 
4.5. Conclusões 

 
Conclui-se que altas temperaturas (40°C) afetam a eficiência fotossintética das plantas 

de cana-de-açúcar. 
Para a avaliação da expressão gênica RNAm as sequências gênicas empregadas para a 

subunidade ribossomal 18S desenhadas para Arabidopsisthaliana L. pode ser utilizada na 
avaliação do estresse por temperatura em cana de açúcar. 
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5. ARTIGO 2 
DETECÇÃO DE HOSPEDEIROS DELeifsoniaxyli SUBSP. xyliAGENTE CAUSAL DO 
RAQUITISMO DA SOQUEIRA EM CANA DE AÇÚCAR  
Periódico submetido (ou a ser submetido): Tropical PlantPathology 

RESUMO 
 
Leifsoniaxylisubsp. xyli(Lxx) é uma bactéria endófita que coloniza osvasos do xilema de cana-
de-açúcar, agente causal do raquitismo-da-soqueira (RSD).Égeralmenteaceito que a cana-de-
açúcar é o único hospedeiro natural de Lxx.Assim,o objetivo deste trabalho foi investigar a 
presença de Lxx em insetos associados aos canaviais. Em uma área experimental cultivada com 
4 variedades de cana e inoculadas artificialmente com a Lxx, coletou-se 25 individuos de cinco 
espécies de insetos chave da cultura em diferentes épocas do ano.Empregou-se a PCR 
específico em ácidos nucleicos extraídos de diferentes partes dos insetos (cabeça, abdomem ou 
corpo inteiro) usando dois pares de primes.Não foi possível a detecção deLxxnos insetos 
estudados, confirmando que a gama de hospedeirosda bactéria é restrita a Saccharum spp. 
 
 
 
Palavras-chave:Saccharum, Insetos, Leifsoniaxyli 
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ABSTRACT 
CAUSAL AGENT OF RATOON STUNTING DISEASE IN SUGAR CANE AND 
DETECTION OF HOSTS 
 
Leifsoniaxylisubsp. xyli(Lxx) is an endophyte bacteria that colonizes the vessels of sugarcane 
xylem, the causative agent of rickets (RSD). It is generally accepted that sugar cane is the only 
natural host of Lxx. Thus, the objective of this work was to investigate the presence of Lxx in 
insects associated with sugarcane fields. In an experimental area cultivated with 4 sugarcane 
varieties and artificially inoculated with Lxx, 25 individuals from five key insect species of the 
crop were collected at different times of the year. Specific PCR was performed on nucleic acids 
extracted from different parts of the insects (head, abdomen or whole body) using two pairs of 
primes. It was not possible to detect Lxx in the insects studied, confirming that the host range 
of the bacteria is restricted to Saccharum spp. 
 
 
Key-words:Saccharum, Insects, Leifsoniaxyli 
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5.1. Introdução 
 
O gênero Leifsonia compreende catorze espécies e subespécies isolados a partir de 

ambientes muito diversos tais como lagoa antárctica (REDDY et al. 2003), o solo dos Himalaias 

(REDDY et al., 2008), líquens (AN et al., 2009), rizosfera solo (MADHAIYAN et al., 2010) e 

galhas de nemátodos (EVTUSHENKO et al., 2000). Leifsoniaxylié a única espécie patogênicas 

do gênero descrito até agora, e compreende duas subespécies: Leifsoniaxylisubsp. cynodontis, 

um agente patogénico da grama bermuda (CynodonDactylis) e Leifsoniaxylisubsp. xyli (Lxx), 

que causa a doença do raquitismo (RSD) na cana-de-açúcar (DAVIS et al., 1984). A cana-de-

açúcar é geralmente aceita como o seu único hospedeiro natural (ZAVAGLIA et al., 2016). 

Lxx pode ser facilmente encontrada em todo o mundo, onde a cana-de-açúcar é cultivada 

comercialmente. No Brasil, pesquisas recentes detectaram o patógeno em 23-67% dos campos 

amostradas (PONTE et al., 2010; URASHIMA; MARCHETTI, 2013). Surpreendentemente, 

no entanto, existe poucos estudos de hospedeiros alternativos naturais de Lxx (MILLS et al., 

2001; ZAVAGLIA et al., 2016). 

Diferente de outras bactérias restritas ao xilema, como Xylellafastidiosa e 

Xanthomonasalbilineans, que possuem uma ampla gama de plantas hospedeiras (YORINORI 

et al., 2003; TOKESHI; RAGO, 2005), até o momento não há relatos de hospedeiros 

alternativos para Lxx (TIWARI et al., 2012), muito embora também não haja nenhum estudo 

sistemático conduzido neste sentido.Em Xylella as cigarrinhas são insetos que podem adquir a 

bactéria ao alimentar-se em plantas infectadas, sendo capaz de transmiti-la para uma planta 

saudável após um prazo que varia entre 1 e 2 horas. Os insetos adultos conseguem transmitir 

por todo o restante da vida, e as ninfas apenas até o próximo instar de desenvolvimento. 

O diagnóstico da doença é baseado na detecção da bactéria por inúmeras técnicas, 

incluindo a microscopia de contraste de fase (STEINDL, 1976), sorologia (GILLASPIE, 1978) 

ou métodos moleculares que são altamente sensíveis e têm sido desenvolvidos para a detecção 

de Leifsoniaxylisubsp. xyli, incluindo a reação em cadeia de polimerase convencional (PCR) 

(FEGAN et al, 1998;PAN et al, 1998; TAYLOR et al., 2003) eNested PCR (FARAHANI et al, 

2015.). 

Investigações adicionais de hospedeiros alternativos de Lxx são importantes para que se 

conheça melhor sua biologia e da sua dispersão nos canaviais.O objetivo do trabalho foi de 

investigar se a Leifsoniaxylisubsp. xylipode ter como hospedeiros insetos chave dos canaviais. 
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5.2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
5.2.1. COLETA DOS INSETOS 
 

Os insetos foram obtidos em diferentes épocas do ano de 2018 (Tabela 1), em um plantio 

experimental de cana, implantado no Campus Rural da UFS (lat. 10°55’26’’S, long. 

37°11’57’’O).  

 

FIGURA 1. Localização do campo de plantas inoculadas com a bactériaLeifsoniaxili (Lxx) 
onde foram coletados insetos chaves da cultura e submetidos a testes de PCR. UFS, São 
Cristóvão-SE, 2019. Fonte Autor. 

 

A área corresponde a 1.500 m2 e contém mais de 100 plantas distribuídas em 4 

variedades: Co 997, RB867515, RB 92 579 e RB 95 1541. Essas plantas foram inoculadas 

artificialmente, através do corte das plantas utilizando-se instrumento previamente imerso na 

suspensão de inóculo deLxx. 

Os insetos coletados foram identificados e imediatamente armazenados em nitrogênio 

líquido (TABELA 1). 

TABELA 1. Espécies de insetos coletados em plantio de cana-de-açúcar contaminada com 
Leifsoniaxili. 
Espécie Nome comum Família Época do ano 
Diatraea flavipennella Broca da cana-de-

açúcar 
Lepidoptera: 
Crambidae 

Verão / Inverno 

Diatraea saccharalis Broca da cana-de-
açúcar 

Lepidoptera: 
Crambidae 

Verão 

Mahanarva fimbriolata Cigarrinha-das-raízes Hemiptera: Cercopidae Verão / Inverno 

Mahanarva posticata Cigarrinha-das-
pastagens 

Hemiptera: Cercopidae Verão / Inverno 

Heterotermestenuis Cupins em cana-de-
açúcar 

Isoptera: 
Rhinotermitidae 

Verão 
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5.2.2. EXTRAÇÃO DE DNA E OTIMIZAÇÕES 
 

Os insetos foram mantidos em nitrogênio líquido até a utilização nas análises. Em 

seguida foram macerados em almofariz com auxílio de um pistilo. Posteriormente, o DNA foi 

extraído de acordo com Carvalho (2012). O método foi basicamente desenvolvido para extração 

de micoplasmas de insetos (VEGA et al., 1993).Foram utilizadas as seguintes partes do inseto 

para extração do DNA: cabeça, corpo e inseto inteiro, quando este apresentava muito pouca 

biomassa.  

Inicialmente as amostras foram transferidas para microtubos de 1,5 mL, congeladas em 

nitrogênio líquido e maceradas com auxílio de pistilo de ponta cônica. Grupos de cinco insetos 

ou um único inseto foram macerados em 400 mL de tampão de extração (Tris 100 mM; EDTA 

50 mM; NaCl 500 mM, pH 8,0), adicionado de 2 mL de b-mercaptoetanol e SDS na 

concentração final de 1%, seguido de centrifugação a 2.000 rpm por 10 minutos. O 

sobrenadante foi coletado e aquecido por cinco minutos a 65°C. Ácidos nucleicos foram 

extraídos com clorofórmio/álcool-isoamílico/fenol saturado com TE. A seguir, o DNA foi 

precipitado com 2,5 volumes de etanol absoluto gelado por 30 minutos a -80°C, seguido de 

lavagem com etanol 70%. Depois de seco, o DNA foi ressuspendido em 100 mL de SSC 6X 

(cloreto de sódio 0,9 M; citrato de sódio 0,09 M, pH 7,0). 

 

5.2.3. DETECÇÃO DE Leifsoniaxylisubsp. xyliNOS INSETOS 
 

Os DNAs extraídos de amostras dos insetos foram utilizados para amplificação de 

sequências genômicas, utilizando os seguintes pares de primers:  

LX23SF (ACCTCCTTTCTAAGGAGC), LX23SR(TGAATTGATCGGCTCACC) e 

Cxx1 (CCGAAGTGAGCAGATTGACC), Cxx2 (ACCCTGTGTTGTTTTCAACG). 

As amostras foram identificadas de acordo com a espécie do inseto e a parte do corpo 

amostrada para a análise (TABELA 2) 

  

TABELA 2. Identificação, espécie e parte do insetoutilizada para extração de DNA visando a 

detecção de Leifsoniaxyli. 

Identificação Espécie Parte do inseto 

1 Diatraea flavipennella Inteiro 

2 Diatraea saccharalis Inteiro 

3 Mahanarva fimbriolata Cabeça 
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4 Mahanarva fimbriolata Corpo 

5 Mahanarva posticata Cabeça 

6 Mahanarva posticata Corpo 

7 Heterotermestenuis Inteiro 

8 Mahanarva posticata – fase ninfa Cabeça 

9 Mahanarva posticata – fase ninfa Corpo 

 

O preparo de 25-μl mix para a reação de PCR convencional foi realizado e os ensaios 

das reações de PCR-específico foram realizados conforme trabalhos descritos por Pan et al. 

(1998). Foram adicionados 2 μL do DNA do inseto, em microtubos contendo tampão de 

amplificação (1X), 200 μM de cada dNTP, 0,2 μM dos primers LX23SF (5’

ACCTCCTTTCTAAGGAGC-3’) e LX23SR (5’-TGAATTGATCGGCTCACC-3’), 

desenhados a partir da regiao 23S do RNA ribossomico, e 1 U de Taq DNA polimerase. A 

reacao foi realizada em termociclador PTC 100 (MJ Research, EUA) utilizando osseguintes 

ciclos: um ciclo inicial a 94 °C por 5 minutos, 40 ciclos de desnaturacao a 95 °C por 30 

segundos, hibridizacao a 57 °C por 1 minuto e extensao a 72 °C por 1,5 minuto, e um ciclo final 

de extensao a 72 °C por 3 minutos. O produto amplificado foi separado por eletroforese em gel 

de agarose 1,0% em tampao TBE 0,5X (tris-base 50 mM, acidoborico 50 mM e EDTA 1 mM - 

pH 8,5) por 3 horas a 5 V/cm. O gel foi corado e fotografado em 

fotodocumentadorImageMasterR VDS (Pharmacia Biotech, San Francisco, CA, EUA) sob luz 

UV. Os tamanhos dos fragmentos gerados foram estimados com base em comparações com 

marcador molecular 100 pb DNA Ladder (Promega Corporation, Madison, WI, EUA). 

 

TABELA 3. Reação de PCR utilizada para detecção de Leifsoniaxyli em insetos. UFS, São 
Cristóvão-SE, 2019. 

 
Componentes do PCR  Volume 
H2O 13,95 µl 
Tampão da enzima 10x 2 µl (1x) 
MgCl2  (50 mM) 2 µl (3,0 mM) 
dNTPs (1,25 mM) 4 µl (200 mM) 
Primer R (25 pmoles/mL) 0,4 µl (10 pmoles) 
Primes F (25 pmoles/mL) 0,4 µl (10 pmoles) 
Taq (5 U/mL) 0,25 µl (1,25 U) 
DNA do inseto 2 µl 
Volume final 25 µl 

 
Para amplificação do DNA foi utilizado o termociclador PTJ-100-60 (MJ Resarch, Inc. 

Watertown, MA, EUA). Na amplificação do DNA de Lxx com os diferentes primerstambém 
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foram utilizados diferentes programas de amplificação. Para os primersCxx1 

(CCGAAGTGAGCAGATTGACC), Cxx2 (ACCCTGTGTTGTTTTCAACG), as amostras 

foram inicialmente submetidas à denaturação inicial de 95°C por um minuto, seguido de 35 

ciclos com denaturações à mesma temperatura por 30 segundos, anelamento a 55°C e 61°C 

(internos) por 30 segundos e extensão a 72°C por 45 segundos, seguido de extensão final de 

três minutos a 72°C. 

 

5.2.4 Nested-PCR 
Na Nested-PCR os iniciadores utilizados na primeira rodada de amplificação foram 

substituídos por outros de igual sequência tal forma que o DNA amplificado na PCR 

convencional se torna o alvo para o segundo par de primers, aumentando a sensibilidade e 

especificidade da PCR. 

As condições de amplificação foram a mesma da reação de PCR: aquecimento inicial à 

96º C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturação inicial à 94ºC por 30s, anelamento à 58º por 30s 

e extensão à 72ºC por 35s; e uma extensão final à 72ºC/10 min. Dez microlitros da reação de 

PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampão TAE, com tensão 

elétrica de 80 Volts, por 40min. O produto da PCR foi visualizados em translaminador UV 

(Loccus) e fotodocumentado. Os tamanhos dos fragmentos gerados foram estimados com base 

em comparações com marcador molecular 100 pb DNA Ladder.  
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5.3. RESULTADOSE DISCUSSÃO 
 

5.3.1. PCR convencional com diferentes primers para detecção de Leifsoniaxylisubsp. 
xyli em diferentes hospedeiros. 
 

Dentre as amostras trabalhadas não houve amplificações. Para as amostras 7, 8 e 9houve 

amplificações parciais, posteriormente com o mesmo DNA da análise anterior realizou-se 

umaNESTED-PCR. 

 

FIGURA 1. Amplificações por PCR convencional com primers visando a detecção de 
Leifsoniaxyliem insetos. Fragmentos separados em gel de agarose a 1,5%, Ladder de 100 pares 
de base na primeira coluna da esquerda para direita do gel. 1 - Diatraeaflavipennellainseto 
inteiro, 2- Diatraeasaccharalisinseto inteiro, 3 - Mahanarvafimbriolatacabeça, 4 - 
Mahanarvafimbriolata corpo, 5 - Mahanarvaposticata cabeça, 6 - Mahanarvaposticatacorpo, 
7- Heterotermestenuisinseto inteiro, 8 - Mahanarvaposticataninfa cabeça; 9 - 
Mahanarvaposticataninfa corpo. UFS, São Cristóvão-SE, 2019. 
 
 

Na segunda reação, de NESTED-PCRnão foram visualizadas amplificações. 
 

 
 
FIGURA 2.Amplificações por NESTED-PCR, com iniciadores desenhados por Davis et al. 
(1998), a partir de DNA da PCR convencional e separadas em gel de agarose a 1,5%, Ladder 
de 100 pares de base na primeira coluna da esquerda para direita do gel, seguido de DNA dos 
insetos 7, 8 e 9. Itens 1, 2 e 3  PCR convencional usando primer Lx 23 S e Lx 23 F. Itens 4, 5 e 
6 usando PCR convencional primer Cxx1 e Cxx2 e PCR convencional. Itens 7, 8 e 9 usando 
NESTED-PCR e primer Lx 23 S e Lx 23 F. Itens 10, 11 e 12 usando NESTED-PCR e primer 
Cxx1 e Cxx2. Item 13 apenas água.UFS, São Cristóvão-SE, 2019. 
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Técnicas baseadas em microscopia e sorologia não possuem sensibilidade suficiente 

para detectar Lxx quando presente em baixo título nos tecidos vegetais (LÓPEZ et al., 2009). 

Nestes casos, portanto, faz-se necessário o uso da PCR.  A conservação da sequência do gene 

alvo constitui importante critério de identificação.  

Genes usados na detecção de Lxx por PCR incluem genes envolvidos na patogenicidade, 

regiões anônimas do genoma e genes ribossomais (ROTT; DAVIS, 2004). Os mais comumente 

usados são primers desenhados a partir da região espaçadora transcrita intergênica (ITS) entre 

os genes 16S e 23S rRNA do operonrRNA bacteriano (ASTUA-MONGE, 1995; DAVIS et 

al.,1998; FEGAN et al., 1998; PAN 1998; PAN; GRISHAM; WEI, 2001; TAYLOR, 2004).  

Analisando os resultados da PCR convencional, não foi identificado a presença de 

Lxxnos tratamentos (cabeça do inseto, corpo e compo completo), gerando resultados negativos. 

 
5.4. Discussão 

 
A PCR com todos os pares de iniciadores não resultou em amplificações em nenhum 

das amostras dos insetos colhidas em canaviais inoculados com a bactéria, o que indica que eles 

não são hospedeiros naturais de Lxx.  

Levantamento sobre a incidência de RSD em lavouras comerciais do Centro Sul 

brasileiro mostraram que 9,4% dos 307 talhões com cana-planta examinadas e 32% das 50 

usinas amostradas empregaram mudas contaminadas com Lxx em áreas de reforma revelando 

quão disseminada está a doença e a dificuldade de controle efetivo do problema. 

Uma técnica que tem se mostrado efetiva na detecção de doenças é o Teste de PCR, pois 

é baseada unicamente na detecção da sequência de DNA do patógeno, onde a visualização de 

um fragmento de tamanho específico após o Teste de PCR, indicaria a presença do patógeno na 

amostra 

 Assim, para fins práticos, esta conclusão é importante, uma vez que minimiza 

apossibilidade de qualquer uma das espécies de insetos, que estão intimamente ligadas as 

plantações de cana-de-açúcar ser um hospedeiro da doença. Por outro lado, o fato de que a cana 

é oúnico hospedeiro natural de Lxx é intrigante. Uma possível explicação para isto é que 

estenicho ecológico restrito de Lxx relaciona-se com o número surpreendentemente elevado 

degenes não funcionais encontrados no seu genoma (MONTEIRO-VITORELLO et al., 2004). 

 
5.5. Conclusões 

Os insetos Diatraea flavipennella (Boca da cana), Diatraea saccharalis (Broca gigante 
da cana), Mahanarva fimbriolata (cigarrinha das pastagens), Mahanarva posticata (cigarrinha 
das raízes),Heterotermestenuis (cupim da cana), encontrados em canaviais não são hospedeiros 
de Leifsonia xyli subsp. xyli. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 Os estudos presentes nesse trabalho são de grande valia para ciência que se dedica ao 

estudo da cana-de-açúcar, pois contém informações de caráter fisiológico e genético além de 

uma contribuição inovadora direcionada a principal doença presente na cana. 

 A atual situação ambiental do planeta é bastante complexa, com a alta instabilidade 

térmica, diversos biomas estão sendo ameaçados, inúmeras espécies estão tentando coevoluir 

com a situação ambiental, as espécies que não conseguem acompanhar, simplesmente 

desaparecem. Dentre as espécies cultivadas, com ampla adaptação temos a cana-de-açúcar que 

é demasiadamente valiosa para economia mundial, estando entre as 20 espécies mais 

importantes no mundo. Esta Poaceae é muito importante para o Brasil, pois é fonte de renda 

para milhares de brasileiros, movimentando ativamente o agronegócio e o PIB Brasileiro. 

 No Captulo 1 podemos compreender um pouco mais da biologia, extremamente 

complexa, que envolve os organismos quando são expostos a mudanças climáticas do tipo 

temperatura, essas mudanças provocaram alterações fisiológicas e alterações gênicas e nos 

indicam como é o comportamento da planta para enfrentar tal mudança. Alterações de 

pigmentos fotossintetizantes, alterações na absorção dessa energia e na eficiência desses 

processos são informações que nos possibilita adaptar o manejo da espécie frente a tais 

situações. A comprovação que as temperaturas elevadas (40°c) ainda são um grande problema 

para o desenvolvimento vegetal e que, ao contrário de alguns estudos, as temperaturas baixas 

(15°C) não foram intensamente prejudiciaisas plantas. Tal informação pode possibilitar a 

implantação da cultura em ambientes com essa característica climática. Entender como o “on e 

Off” dos genes ligados aos vegetais funciona pode, no futuro, ser um marcador importante para 

caracterização de uma adaptação do vegetal ao local. 

A presença de doenças nos canaviais é extremame danosa, ainda mais se essa doença 

não tiver controle, ou seja um produto  para o tratamento. A possibilidade de um possível vetor 

ou até mesmo hospedeiro parcial é algo de grande temor entre os produtores de cana, visto que 

essa é a única espécie prejudicada. Dentre as técnicas para diagnose da Leifsoniaxylisubsp. xyli, 

a técnica de PCR, que é sensível e eficiente, detectando essa bactéria nos colmospossíbilita um 

maior controle da bactéria nos materiais que serão propagados nos canaviais. 

No Capítulo 2, nosso estudo pode comprovar que as principais espécies de insetos 

associados aos canaviais não fazem parte da gama de hospedeiro da bactéria Leifsoniaxylisubsp. 

xyli. Assim poderemos nos dedicar com maior ênfase aos estudos da biologia comportamental 

desta espécie. A implantação de um sistema de diagnose com tais características contribuirá 

para evitar perdas decorrentes da distribuição e aumento da concentração da bactéria nos 

canaviais comerciais, prejudicando todo o setor sucroalcooleiro brasileiro. 
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Como trabalhos futuros podemos indicar a implantação de um sistema de diagnose 

molecular utilizando PCR para o raquitismo-da-soqueira (RSD), que poderá ser utilizado como 

ferramenta adicional nos programas de melhoramento genético da cana na seleção de 

variedades com  tolerância, além de auxiliar os produtores que na detecção do patógeno em 

seus canaviais. 

Outro ponto extremamente importante é o isolamento da bactéria Leifsonia xyli subsp. 

xyli Para estudos sobre sua biologia e seu comportamento. Este organismo é de hábito complexo 

e de muita laborosa adaptação as condicões laboratoriais. Isso contribuirá para encontrar um 

controle para esta doença. 


