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RAQUITISMO-DA~SOQUEIRA DA CANA—DEeAQﬁCARS DIAGNOSE DA
MOLESTIA E ESTUDOS SOBRE O SEU AGENTE CAUSAL(l)

I. INTRODUGAO

0 raquitismo-da-sogqueira € uma moléstia da cana-de-agucar (Sac—
charum spp,.) que a mgioria dos autores considera como sendo de nature
za. virdtica (STEINDL, 1950; HUGHES & STEINDL, 19553 FORBES et al.,
19603 GILIASPIE, JR. et al., 19663 GILLASPIE, JR., 1970a). E de ocor
réncia generalizada nas principais areas canavieiras do mundo (ANTOI-
NE, 1965), inclusive no Bragil (VEIGA, 19563 ARRUDA, 1961; 1962Yo

STEINDL (1961) admite que esta moléstia provavelmente tem causa
do perdas na produgado maiores do que qualquer outra, nos paises produ
tores de cana do mundo. No Estado de Sao Paulo, as variedades vinham
sendo plantadas com alto nivel de infecgido, segundo ARRUDA (1961).
Este mesmo pesquisador (ARRUDA, 1962), constatou gque mudas sadias pro
duziam 30 a 50% a mais do que mudas doentes. Pode-se inferir, conse-
quentemente, que as perdas no Estado, naquela época, eram aproximada-
mente daguela ordem, Nio existem dados atualizados quanto aos prejui-
708 reais que a moléstia esta causando, anualmente, nos canaviais pau
listas e brasileiros. Admite-se, porém, que a situagao praticamente
nado se alterou, podendo ter havido apenas uma ligeira melhoria, como
consequéneia do plantio de canas em melhor estado de sanidade, reali-
zado em pequena proporgao dos canaviais.

A diagnose da moléstia pelos métodos usuais foi sempre reconhe-
cida como diffcil e nio suficientemente segura (STEINDL, 19503 HUGHES
& STEINDL, 19553 SCHEXNAYDER, 19563 ANTOINE, 1957; FIFE & STOKES,
1959; STEINDL, 1961; FORBES & PERDOMO, 1966) e assim é reconhecida
ainda nos dias atuais (JAMES, 1972; KHURANA, 1972; RICAUD, 19725 SAN-
TOS, 1972), Esta dificuldade na diagnose tem se constituido num dos

( ) O presente trabalho foi par01almente subvencionado pelas seguin-
tes entidades: Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(Agron, 68/031 e 69/320), Cooperativa Central dos Produtores de Agu-
car e Alcool do Estado de S0 Paulo e Banco Nacional do Desenvolv1men
to Econdmico,



mais sérios entraves a realizagao de pesquisas relacionadas com a mo-
léstia,

Considerando como de grande urgéncia e interesse, estudos sobre
o raguitismo-da-sogqueira em nosso Estadoy, foram realizadas pesquisas
no sentido de desenvolver uma boa técnica de diagnose dessa moléstia,
Esta teécnica viria, nio sd facilitar aqueles estudos, como tambeém per
mitir a obtengido de resultados mais bem fundamentados.,

O presente trabalho aborda as pesquisas que levaram ao desenvol
vimento de uma nova técnica de diagnose biolégica do raquitismo-da-so
queira; aborda, também, estudos sobre o agente causal e sobre a . sua
relaggoﬁ com as hospedeiras, os quais foram realizados com o auxilio
do novo teste diagnéstico.

Resultados preliminares sobre esta técnica de diagnose, por te-
rem sido Julgados de grande interesse para os pesquisadores ligados a
estudos de patologia da cana—de-agﬁoar, ja. foram publicados (MATSUOKA,
19713 1972).

II. REVISEO BIBLIOGRAFICA

Em 1949, na Australia (ANONIMO, 1949), surge o primeiro relato
formal sobre a ocorréncia de uma nova moléstia em cana~de-agucar que,
exceto redugao no porte das plantas, nido causava nenhum outro sintoma
externo caracteristico, Ela passou a ser conhecida como '"ratoon stun-
ting disease" (doenca do raquitismo-da~soqueira) (MUNGOMERY, 1949).
Contudo, segundo reconstituicio historica publicada posteriormente
(STEIDDL, 1950; HUGHES & STEINDL, 1955), essa moléstia vinha sendo ob
servada desde fins de 1944, tendo sido vas as primeiras tentativas
realizadas para determinar a causa da anomalia. FEm 1949 (ANONIMO),
chegou-se a conclusio que uma moléstia transmissivel, provavelmente
de natureza virdtica, era responsavel pela anomalia. Esta conclusdo
se baseou em sintomas de redugao no porte das plantas inoculadas com
suco de canas afetadas pelo mal, fato nio observado nas plantas dos
controles nio inoculados. Tal diferenga de crescimento sd veio a se

manifestar nas socas,
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Em 1950, STEINDL mencionou ter observado que, um tipo de desco-
loragao vascular, ocorria em associagao a moléstia. Observou ele que,
em colmos maduros de plantas afetadas do cultivar Q. 28, ocorriam pon
tos ou tragos de coloragao alaranjada a avermelhada na parte inferior
dos nds maduros, na regido correspondente a insergao das folhas. Tais
sintomas eram mais visiveis quando se cortavam os colmos, longitudi-
nalmente, Como, porém, nessa época, a descoloragao vascular também foi
observada em alguns colmos que se supunham sadios, nao se considerou
que, sozinho, aquele sintoma serviria para a diagnose da moléstia.
Posteriormente, HUGHES & STEINDL (1955), realizando experimentos com
diversos cultivares de cana, verificaram que a ocorréncia daquele ti-
po de descoloragao vascular era uma indicagao bastante acurada da mo-
léstia, embora a nfo observagio desse sintoma nio significasse, neces
sariamente, que o patdgeno estaria ausente.

Em trabalhos experimentais, para a diagnose baseada nesses sin~
tomas de nds maduros, tem sido adotado o seguinte procedimentos inocu
la~-se toletes, por simples imersao ou sob pressao (HUGHES & STEINDL,
1955), de cultivares que manifestam bem esse tipo de sintomas, e a
leitura € realizada apés un minimo de 6 meses (HUGHES & STEINDL, 1955;
ANTOINE, 1959; ADSUAR & LOPEZ-ROSA, 1962; HUGHES et al,, 1964; GILIAS
PIE, Jr. 19702), Uma possibilidade para reduzir este tempo, sugerida
por BENDA (1969), € plantar toletes de 2 nds, em posigio vertical, en
terrando-se apenas o nd inferior, cuja géma foi retirada. No broto,
desenvolvido a partir da gema do nd superior, os sintomas de nds madu
ros podem ser visualizados trés meses e meio depois da inoculagdo,

HUGHES & STEINDL (1955), constataram um outro tipo de sintoma
interno em cana, causado pelo raguitismo-da-sogqueira: o aparecimento
de uma coloragao levemente rosada, ocorrendo na parte central de nos
imaturos e extendendo-se um pouco para o parénquima da parte superior
do interncdio. Segundo esses autores, essa coloragio mostra-se benm vi
sivel no no bem préximo ao meristema apical e, as vezes, nao suficien
temente Sbvia, a nio ser que segbes de material sadio da mesma varie-
dade sejom examinadas ao mesmo tempo. Num caso, eles conseguiram ob-
servar e@sse tipo de sintoma no tempo recorde de 7 semanas, com resul-

tados consistentes sendo obtidos apenas em brotos crescendo de tole-
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12 semanas (STEIB & TANTERA, 1970),

Testes colorimétricos foram também desenvolvidos para a diagno-
se do raquitismo-da-soqueira., Os primeiros estudos no sentido de de-
senvolver tais testes foram realizados por HUGHES & STEINDL (1955)
que, apesar de terem conseguido resultados preliminares algo promis-
sores, nada mals relataram sobre o assunto.

FARRAR (1957b) conseguiu desenvolver um teste diferencial de ca
nas afetadas e nao afetadas pelo raquitismo-da-soqueira, tratando sec
coes longitudinais, retiradas da periferia de nds maduros da parte ba
sal do colmo da cana, com peroxido de hidrogénio e &cido cloridrico
hidratado. Canas sadias manifestaram coloragado verde-azulada no teci-
do parenguimatoso vizinho.aos feixes fibro-vasculares, contrariamente
as canas doentes que nfo manifestaram tal coloragdo.

ANTOINE (1957) desenvolveu uma técnica colorimétrica baseada no
uso de 2, 3, 5 - cloreto de trifenil tetrazdlio, um sal soluvel e in-
color que se reduz a um pigmento vermelho insoluvel, trifenil forma-
zan, em presenca de tecido viavel, A alteracgdo na cor se mostrou mais
rapida em tecidos de cana com o raquitismo-da-soqueira do que em teci
dos sadios. Contudo, esse autor observou que 0 teste deve ser conduzi
do sob condigbes muito bem controladas, por ser uma reacgio fotoquimi-
cas observou ainda que, precaugao na amostragem ¢ um fator essencial
para a obtengio de resultados uniformes e que o teste € aplicavel ape
nas em canas maduras. Posteriormente (ANTOINE, 1959), estudando a Pos
sibilidade de aplicacgho do método em diversos cultivares de cana ob-
servou reacgoes duvidosas em muitas delas e reagao negativa em outras,

ROTH & WHITEHEAD (1965) rélataram o que eles consideraram um
teste colorimétrico melhorado, o qual envolve a aplicacdo de uma solu
¢20 de amdnia e nitrato de prata, ou uma solugido de 20% de hidrdxido
de potissio, numa, porgio periférica do colmo, retirada por meio de um
corte longitudinal. Dez segundos apos a aplicagdo daguelas substin-
cias, os tecidos sadios adquirem coloracao amarelada, mas no local on
de os feixes fibro-vasculares estao severamente afetados pelo raqui-
tismo-da-soqueira, aparecem riscas avermelhadas no fundo amarelado.
Essa mudanga em coloragdo, segundo os autores do método, pode ser vig

3 - . . .
ta mais claramente nos nos basais de canas com mais de 10 meses de i-



dade,

HUGHES (1958) testou os métodos desenvolvidos por FARRAR (1957b)
e por ANTOINE (1957), Verificou que o desenvolvimento das coloragses
diferenciais ¢ apenas suficientemente distintiva quando o colmo afeta-
do estiver mostrando descoloragao vascular evidente, e que nenhum dos
testes oferece resultados seguros em muitos casos em que a diagnose pe
los sintomas de nds maduros é dificil. ROTH & WHITEHEAD (1965) reconhe
ceram que o método por eles desenvolvido, embora melhorado, ainda era
inconsistente,

HUGHES & STEINDL (1955) relataram que nos estudos iniciais sobre
a moléstia, efetuados na Australia, foram feitws analises cromatogréﬁi
cas, com resultados preliminares promissores. Contudo, ndo ha mencgao
posterior sobre novos resultados. FIFE & STOKES (1959) realizaram esﬁg
dos cromatograficos, comparando extrato de folhas de plantas de cana
com e sem o raguitismo-da-soqueira, tendo verificado que, em folhas de
plantas infetadas, a concentragao de diversos amino-acidos ers maior,
Contudo, eles concluiram que haveria necessidade de estudos posterio-
res, para avaliar a eficiéncia de analises cromatograficas na identifi
cagao de plantas afetadas pelo raquitismo-da-soqueira.

HUTCHINSON et al. (1967) investigaram a possibilidade de se de-
tectar avmento do nivel de polifenoloxidase em folhas de cana inocula-
das com suco de plantas com o raguitismo-da-soqueira, mecanicamente
por fricgao, Nao conseguiram, contudo, resultados consistentes e con-
cluiram que o método, na forma como eles estudaram, nao e adequado pa-
ra testes de rotina de diagnose do raquitismo-da~soqueira,

Estudos de circulo de hos%edeiras do agente causal do raquitis-
mo-da-soqueira, visando principalmente a descoberta de hospedeiras in-
dicadoras, foram realizados por diversos pesquisadores Alguns tiveram
insucesso total (SCHEXNAYDER, 19563 SHEFFIELD, 1959) e outros descoﬁ%i
ram algumas hospedeiras que, no entanto, nio manifestaram nenhum sinto
ma visivel (STEINDL, 19555 19573 STBEIB & FORBES, 1957) ou menifestarem
apenas redugao no crescimento, como foi verificado por WEHLBURG (1956)
em sorgo, As hospedeiras do raquitismo-da-soqueira, citadas na litera-
tura estao relacionadas no apéndice 1.

HUGHES & STEINDL (1955) realizaram diversas tentativas para a i~
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dentificacao do agente causal do raquitismo-da-soqueira, Nao consegui
ram observar nenhuma diferenga entre extratos de plantas doentes e sa
dias ao microscopio eletrdnicos tampouco conseguiram associar a moléﬁ
tia algum tipo de nucleoproteina. Contudo, em face & auséncia de qual
quer outro tipo de patdgeno, fungo ou bactéria, associado a doenga,
concluiram que o agente causal seria um virus,

FORBES & LING (1960) observaram particulas esféricas ao micros-
copio eletrdnico, porém nio relacionaram-na com a infectividade., LIU
(1963) conseguiu isolar uma nucleoproteina de planta de cana infetada
usando dialise, congelamento e centrifugacao diferencial, mas essa nu
cleoproteina nio provou ser infecciosa. GILLASPIE, JR. et al. (1966)
conseguiram uma preparacao parcialmente purificada, infecciosa, a par
tir de cana afetada pelo raquitismo-da-soqueira, cuja preparacgao con-
tinha particulas esféricas, possivelmente de natureza virctica. Contu
do, como tal preparacgio purificada continha dois tipos de partfculas,
além de pequenos contaminantes, os autores concluiram que, para uma
prova definitiva da identidade das particulas esféricas, haveria ne-
cessidade de purificacgao mais acurada. Postularam, contudo, que o agen
te causal do raguitismo-da-soqueira seria um virus esférico de alto
conteudo en acido nucleico,

Com a descoberta de que muitas doengas de plantas, antes conside
radas como sendo de causa virotica, eram causadas por organismos do
tipo micoplasma, GILLASPIE, JR. (1970a) procurou verificar se também
no caso de raquitismo-da-soqueira um micoplasma nao estaria envolvido,
Pelos seus estudos concluiu que o agente causal do raquitismo-da-so-
queira nao seria um micoPlasma,ireforgando evidénecias anteriores de
que seria um virus,

KHURANA (1972) sugere, contudo, que o raquitismo-da-soqueira
possa ser causado por um complexo de pelo menos dois patdgenos, um Vé
rus e um organismo do tipo micoplasma. PLAVSIC-BANJAC & MARAMOROSCH
(1972), realizando exames ao microscépio eletrdnico, observaram no xi
lema de plantas velhas de cana afetadas pelo raguitismo-da-soqueira,
corpos pleomérficos assemelhando-se.a minusculas bactérias ou a orga-
nismos do tipo micoplasma. Tais corpusculos nio foram observados no

floema daquelas plantas, e nem em plantas doentes, novas e nos contro
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les sadios. Sugeriram, entfo, uma possivel relacgao etiologica entre
esses corpﬁsculos e o raquitismo-da-soqueira.

Em estudos sobre as propriedades fisicas do agente causal do ra
quitismo-da-soqueira, HUGHES & STEINDL (1955) obtiveram infecgao em
plantas do cultivar Q. 28 quando inocularam sucos,de folhas e raizes
de cana afetada pela moléstia, diluidos a 1:10,000 em tampdo de fos-
fato a pH 5,6. Posteriormente, HUGHES (1957) relatou que a maxima di-
luigdo infectiva verificada foi de 1825,000, tendo sido encontrada
maior concentragao do agente causal em folhas maduras, em bainhas e
nos colmos de cana, € menos nas raizes e em tecidos imaturos, FARRAR
(1957a) verificou que o agente causal permanecera infectivo em indcu-
lo diluido em agua destilada a 1810,000, Nao fez mencgédo, contudo, se
foram testadas diluigdes superiores aquela.EL-BANNA et al. (1967) ob-
tiveram infecgio com extrato de folhas e de colmos diluidos a
1:100,000 em tampio de fosfato 0,2M e a pH 6,7, tanto de sucos ndo
filtrados como filtrados em filtro bacteriolégico. Nos estudos destes
autores, extrato de raiz nao apresentou infectividade em diluigdes su
periores a 13100, SINGH & RAO (1968) obtiveram infeccido em plantas de
cana mesmo com indculos diluidos a 121,000,000, em agua destilada.

Em estudos de temperatura de inativaggo in vitro, FARRAR (1957=2)
verificou que o agente causal do raquitismo-da~soqueira € inativado
quando aquecido a 502C por 20 minutos, a 522C por 15 minutos a 5520
por 10 minutos.

HUGHES & STEINDL (1955) constataram que suco de cana infetada
pelo raquitismo-da-soqueira mahtém a infectividade por 1 dia quando
armazenado a temperatura de laboratdrio. FARRAR (1957a), por sua vez,
constatou infecciosidade em suco armazenado por 2 dias a temperatura
de 70eF (212C), A temperatura de 40F (4,59C), obtida em refrigerador
caseiro, a infectividade foi mantida por 4 dias (HUGHES & STEINDL,
1955) e & temperatura de -202C, por 138 dias (HUGHES, 1957). HUGHES
(1958) relatou que o agente patolégioo do raguitismo-da-soqueira per~
maneceu infectivo por 4 dias em suco de cana aderido a poddes de cor-

te guardados a sombra,



III, MATERIAL E METODOS

No presente trabalho o agente causal do raguitismo-da-sogueira
sera tratado como sendo um virus e abreviadamente referido como VRS
(virus do raguitismo~da-soqueira), pois que assim ¢ considerado pela
maioria dos autores, como ja foi referido anteriormente,

A seguir serao descritos os materiais e métodos gerais, reser-
vando o relato dos especificos junto a descrigcao de cada experimento,

Exceto em testes esPec{ficos mencionados, os indculos do VRS fo
ram obtidos de colmos maduros de plantas infetadas do cultivar de ca-
na OP 44/101, Pedacgos descascados de colmo foram prensados em prensa
manual, e o caldo obtido foi coletado num pequeno recipiente. Os cani
vetes utilizados no preparo das amostras foram empregados também na
inoculagao, quando esta envolveu o emprego deles. Por motivos préfi—
cos, foram sempre utilizados varios canivetes, em rodizio. Logo apés
a inoculagao os canivetes foram limpos em papel toalha, embebido em
alcool, e depois flambados em fogo direto. Na figura 1l-A sio mostra-
dos os apetrechos utilizados nessas operagoes.

Plantas do grupo controle foram deixadas de inocular ou foram
tratadas de forma semelhante ao grupo inoculado, porém utilizando-se,
em vez do indeulo, ou aliguota deste fervida & ebuligdo por 10 a 15
minutos, ou égua.

As plantas dos experimentos foram conduzldas, exceto nos casos
eSpec{ficos mencionados, em vasos de barro ou de aluninio (2 plantas/
vaso), medindo 1l5cm de difdmetro na abertura e 17cm de altura, conten-
do ume mistura de terra e composto em proporgdes iguais. Os testes fo
ram realizados em estufa, sem controle de temperatura, ou totalmente
a0 ar livre. Neste ultimo caso, foram empregados vasos de aluminio.

Nas pesquisas iniciais, visando a descoberta de hospedeiras in-
dicadoras, foram empregadas unicamente plantas (gramineas) obtidas a
partir de sementes. Na maioria dos casos, fez-se sementeiras, com
transplante para vasos 15 a 20 dias depois. Nas pesquisas subsequen-
tes empregou-se também a propagacio vegetativa. As espécies de grami-

neas utilizadas nos diversos estudos estdo relacionadas no apéndice 2,
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Figura 1, A - Extracdo do indculo do VRS
de colmos maduros de cana, com prensa manual, e
apetrechos utilizados para essa operagao e para
a inoculagao. B ~- Inoculagao €o VRS, por corte
do cartucho foliar, em planta-teste de capim~-e-
lefante obtida de estaca plantada por enterrio
parcial,
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Em alguns experimentos, o cultivar de cana CP 44/101L foi utili-
zado como indicador, Colmos livres do VRS foram obtidos de plantas o-
riginarias de toletes tratados termicamente a 50,52C por 2 horas (HU-
GHES & STEINDL, 1955) e com auséncia de sintomas internos, tanto de
nds maduros como de nds imaturos,
0 plantio de estacas foi efetuado por duas tecnicas: a usual,
de enterrio total da estaca, e a denominada "upright" por BENDA (1969)
e jé utilizada em estudos com a cana por KAMERLING (1905) e por VENKA-
TRAMAN & THOMAS (1929), segundo aquele mesmo autor. Sumariamente, essa
técnica consiste em se plantar, em posigio vertical, estacas de 2 nos,
enterrando-se apenas o nd inferior, do gual a gema correspondente foi
previamente retirada, para a obtencgao apenas de enraizamento a partir
desse nd; a planta & obtida, assim, pela brotagdo da gema do nd supe-
rior, (Fig. 1-B). No presente trabalho, as duas técnicas serfo chama-
das de plantio por enterrio total e parcial, respectivamente. Quando
nao houver referéncia ao tipo de plantio, subentenda-se que € pela
técnica de enterrio total,
Os métodos de inoculagdo empregados nos diversos estudos sdo a
seguir descritos em suas generalidadess
(a) fricgaos com o dedo molhado no indculo, ao qual se adicionou um
pouco de pd de carborundum malha 400, se friccionou as folhas,
previamente polvilhadas com o abrasivo. Logo apos a inoculagao
procedeu-se a lavagem com égua das folhas inoculadasg
(b) corte do cartuchos: o cartucho foliar foi cortado com tesoura ou
canivete, previamente molhados com o indculo. Ao se inocular to-
mou-se cuidado de deixar escorrer o excesso de indculo aderente
a0 objeto cortante, para a superficie exposta do corte (Fig. 1-B)s
(c) picadas de agulhas: com um feixe de agulhas, previamente molhado
no incculo, foram executadas varias picadas nas folhas e bainhas;
(d) corte de raizes: raizes de plantulas com 10 a 25 dias de idade fo
ram lavadas e depois as extremidades foram cortadas dentro do iné
culo, Logo a seguir, procedeu-se ao transplante, podando-se as fo
lhas para favorecer o pegamento e também para tentar favorecer a

. ~ 'd
invasao da planta pelo virus;
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(e) poda da plantas plantas com 40 a 60 dias de idade foram podadas a
2-3 cm acima do nivel do solo e o indculo foi colocado nas super-
ficies expostas pelo cortes

(f) imersao de estacas: estas foram mergulhadas no indculo e planta~
das a seguir,

0 método de inoculagio por corte do cartucho foliar foi empregado
em todos os experimentos em que ndo se mencions a técnica de inoculagio.
Durante a fase de procura de hospedeiras indicadoras, as plantas

foram constantemente observadas externamente até 40 a 90 dias apds a

inoculagao, ocasiao em que elas foram examinadas internamente., O exame

interno foi realizado cortando-se os colmos longitudinalmente, em finas

camadas.

IV, APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

Os resultados do presente trabalho vao ser apresentados na se-
guinte sequéncias (A) resultados que levaram ao desenvolvimento de uma
téenica de diagnose do raquitismo-da-soqueira e (B) resultados de

aplicagdes do método em estudos sobre o agente causal da moléstia,

A. INVESTIGAGOES SOBRE A DIAGNOSE DA MOLESTIA

. . ~ . ¢ . . .
As investigagoes sobre a diagnose da molestia foram restringidas
“ . . . . .
as pesquisas sobre hospedeiras indicadoras, pois que, pelo estudo da
literatura, esta linha de pesquisa se apresentava como uma das poucas

a oferecer possibilidade de sucesso.

1. Procura de hospedeiras indicadoras

Ne triagem & procura de hospedeiras indicadoras do VRS inoculou-
-sa 13 espécies de gramfneas, totalizando, porém, 78 tipos diferentes,
levando-se em consideraggo as linhagens, os cultivares e os hibridos.
Foi experimentado um mimero minimo de 5 e um maximo de 40 de cada ti-
po, em alguns casos testando dois ou mais métodos de inoculagio para
cada um, em testes independentes; ou reinoculando-os uma a duas sema-
nas apds a primeira inoculagdo.

En nenhuma das gramineas testadas se observou algum tipo de sin-

toma externo que pudesse ser atribuido a inoculacgao efetuada. GQuando
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se cortou os colmos das plantas, notou-se, em algumas, a manifestacao
de sintomas internos, na forma de riscas de coloragao marrom a alaran
jada, na regigo nodal, com pequenas variacgoes entre esPécies, 0 qua-
dro 1 resume os resultados positivos dos diferentes experimentos. Uma
descrigao detalhada do quadro sintomatoldgico para cada hospedeira &
apresentada a seguir,

Em Tchinochloa colonum foram observadas riscas de tonalidade mar

rom; na base de nds maduros, as vezes com aspecto de necrose e as ve-
zes se extendendo para a regido internodal inferior. Esses sintomas
foram observados em exames efetuados 90 dias apos a inoculagio., Num
outro grupo de plantas, examinado um més antes, os sintomas foram pou-
.co evidentes e ocorreram em apenas 3 plantas de 20 inoculadas,

Em 3 cultivares de Panicum maximum, cujas plantas foram examina-

das 40 a 50 dias apos a inoculacgao, puderam ser notados sintomas inter
nos em forma de riscas marrom, um tanto opacas e pouco distintas, algo
mais visivel no cv, Sempre-verde. Essas riscas 8o puderam ser observa-
das na parte basal do colmo, na regifo de unifo de varios nds, situado
abaixo do solo,

Em plantas de Pennisetum purpureum (capim-elefante), cvs, Merker

e Napier, obtidas de sementes, examinadas 30 a 50 dias apos a inocula-
cao, puderam ser observadas riscas avermelhadas a alaranjadas, bem dis
tintas. Tals riscas puderam ser notadas tanto naqueles nds agrupados
da regifo basal do colmo (Fig. 2-A), como em nds situados mais acima,
Nestes casos, as riscas ocorreram na parte inferior dos nds maduros
(Fig. 2~B), assemelhando-se bastante aos sintomas internos de nds madu-
ros_ que ocorrem na cana-de—agﬁcar, sendo, contudo, mais consP{cuos.
Em muitos casos,notou-se a formag¢ao de manchas de coloracao marrom-
avermelhadas, como resultado de coalescénci@ de varias riscas. Nesses
casos, as plantas em geral apresentaram um acentuado depauperamento.
En nos superiores aos basais, as riscas as vezes foram observadas ex-
tendendo-se para o internddio inferior e, frequentemente, envolvidas
por um tecido anasarcado. Observou-se ainda, no caso de plantas inocu-
ladas por corte do cartucho foliar, os sintomas aparecendo nos nds ma~
duros nos quais estavam inseridas as. folhas nas quais se efetuou a ino

~ ’ ~ Id - - 3
culacao, porem nao em nos maduros situados abaixo ou acima daquela re-
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g . . . ~
Quadro 1, Gramineas que manifestaram sintomas internos de descoloragao

vascular guando inoculadas com o VRS

s
Gramineas

I

Ne de plantas com descoloragdes vasculares in-
Iternas sobre n? total de plantas examinadas, em
grupos inoculados (inoc,) e controles (cont.)
dos métodos de inoculagio indicados, e no total

Corte de | Corte do | Poda. da I

Echinochloa colonum (IL,) Iink

Panicum maximum Jacg. fGuine'

3 . . ’ .
P, maximum 'Privilegio?
P. maximum !Sempre-verde!?

Pennisetum purpureum Schum,
tMerker?

P. purpureun ?!Napiert

S, bicolor Moench. 'Redbine!

S. bicolor 'Sartt

raizes I cartucho I planta } Total
Inoc :COHt Inoc.}Conﬁ Inoc.{Cont IInoo,IGont
i | i i {

- | = Jiz2/20] 1/201 - | - |12/2o| 1/20
o/1oI o/10! - I B, I z/loI o/1ol 2/10 0/10
3/10l o201 - | ~ | - | - | ﬂDIOﬂD
2/10{ o/1o=12/2og 0/20I16/63I o/6oI30/93I 0/90

I I I I I I I
5/101 0/10116/18 | 0/20126/471 0/45147/75 ) 0/75
6/10] 0/10)16/19| 0/20{19/38] o/10l1/67] o/r0

- | - 1710l 0/0l - |1 - 1|7/01l 0/10

i - I15/2oi o/2oi - i - il5/20I 0/20

| — e — — — — — — ——— —— ] T ot e S— C—




- 15 -

Figura 2. Sintomas internos de descoloracgido vascular cau-
sados pelo VRS em nds maduros de colmo de capim-elefante (contro
les a eSquerda) - No grupo de nds basais 51tuados logo acima
do ponto de uni&o a estaca original; B - Em nos superiores aos

basais,
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gigo. Além disso, os sintomas nao puderam ser observados em perfilhos
laterais n&o inoculados, apesar de muitos deles apresentarem maturida
de aparentemente suficiente para tal,

Em plantas de sorgo-granifero foram observadas riscas de tonal}_
dade alaranjada a avermelhada, es diversos nds maduros do colmo, em
exames internos efetuados 2 a 3 meses apds a inoculagao. Em algumas
plantas~controle foram, porém, observadas riscas, em geral avermelha-
das, nos nos basais dos colmos. Em todos os casos observados, a ocor-
réncia desse sintome em plantas-controle se restringiu agueles nds ba,
sais, contrariamente ao caso das plantas inoculadas gue manifestaram
descoloragdes vasculores em nos da regido mediana-superior do colmo,
alem daqueles de nos inferiores. As descoloragOes vasculures em nos
da parte mediana-superior do colmo e que foram consideradas nos resul
tados apresentados no quadro 1,

Dentre todas as gramineas que manifestaram sintomas do VRS, o
capim~elefante foi aguele que apresentou-as em forma mais nitida e em
maior porcentagem das plantas. Além disso, os sintomas foram bem espe
cificos, sem possibilidade de serem confundidos com sintomas causados
por outros fatores,

Em novos testes de inoculagao (corte do cartucho foliar) do VRS
em capim-elefante, obteve-se porcentagens de infeccao em torno de 80
a 100%, conforme se pode ver pelos dados do quadro 2. Nao foi pos-
sivel notar diferenga em suscetibilidade, nem tampouco em tipo e seve

ridade dos sintomas, entre os cultivares Merker e Napier,

2. Recuperacao para a cana-<do VRS inoculado em capim-elefante

Para se provar definitivemente que os sintomas observados no ca
pim-elefante seriam realmente devidos ao VRS, foram feitos 3 testes,
nos quais, extrato de capim-elefante infetado foi utilizado na inocu-
lagao de plantas sadias do cultivar indicador de cana. O indculo do
capim-elefante foi extraido, em prensa manual, da regifo madura do
colmo (nds e internddios) onde ocorriam os sintomas nodais.,

No teste 1, foram utilizados indculos individuais de plantas de
capim-elefante. Foram testados indculos de 5 plantas infetadas, utili

zando-se como controle suco de 5 plantas sadias, extraido da regiao
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Quadro 2. Resultados de testes de inoculagao do VRS

em capim-elefante

N2 de plantas com sintomas sobre n2 to
tal de plantas testadas, dos cultiva-
Ne do res de capim-elefante indicados (1)
teste
Merker g Napier
| |
1 9/10 9/10
2 | 40/48 l 20/20
3 | 55/60 =
4 } 39/40 | -
5 | 9/10 10/10
|
]
Total | 152/168 39/40

(l) Nenhuma das plantas-controle dos dois cultivares mani-
festou sintomas.



madura do colmo, Cada preparacao foi aplicada em 2 plantas de cana in
dicadora, por corte do cartucho foliar,

No teste 2, as extremidades de toletes de cana de uma gema fo-
ram molhadas momentineamente em suco extraido de varias plantas de ca
pim-elefante que tinham sido inoculadas com o VRS dois e meio meses
antes. No teste 3, procedeu-se inicialmente da mesma forma que no tes
te anterior, mas realizou-se uma reinoculacao das plantas de cana,
por corte do cartucho foliar, 3 meses apés a primeira inoculagao. Pa-
ra essa segunda inoculacgido o indculo do capim-elefante foi extraido
de plantas inoculadas na estaca trés meses antes., Neste experimento,
e no anterior, um grupo de toletes ou plantas de cana foi também tra-
tado de maneirs semelhante ao grupo inoculado, porém com suco de ca-
pim-elefante sadio, extraido da regifo madura do colmo, para servir
como controle,

Nos trés experimentos foram considerados mais dois controles
adicionais: plantas de cana inoculada com indculo infectivo de cana
e plantas de cana deixadas de inocular.,

A ocorréncia de infecgao nas plantas de cana foi estabelecida
com base na observagao dos sintomas internos de nds maduros e de nds
imaturos, em exames internos efetuados 3, 6 e 9 meses apés a inocula~
¢ao, respectivamente para os tréds experimentos. No experimento 3 o
tempo se refere a primeira inoculagdo.

Os resultados dos tr8s experimentos estido reunidos no gquadro 3.
Verificou-se em plantas-teste de cana inoculadas, tanto com indculo
de capim-elefante infetado como d& cana infetada, a ocorréncia de sin
tomas internos tipicos do VRS nessa variedade indicadora, exceto que,
no grupo inoculado com suco infectivo de capim-elefante, houve menor
nimero de plantas com sintomas e estes ainda foram mais fracos. Plan-
tas-teste de cana que nao receberam nenhum tratamento, e aquelas tra-
tadas com suco de capim-elefante sadio, nao manifestaram sintomas.

Em novas inoculacles em capim~elefante, nas quais se utilizou
suco de plantas individuais de canas infetadas com o VRS vindo do ca-
pim-elefante, dos trés testes acima relatados, verificou-se a ocor-
réncia de sintomas de descoloragbes vasculares semelhantes aqueles

provocados por suco de canas infetadas com o VRS da prdpria cana, Em
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Quadro 3. Resultados de testes de recuperagao do VRS de capim-—

~elefante infetado, para a cana

N2 de plantas-teste de cana com sinto-

mas internos sobre ne total de plantas
Fonte do indculo inoculadas, em 3 testes
1
Lo A 0
l |

Capim-elefante com sintomas | 4/10(4) } 3/8 } 6/10
Capim-elefante controle } 0/10 i 0/8 } 0/10
Cana infetada % 7/10 { L/6 % 10/10
Controle (nZo inoculado) } 0/10 } 0/9 { 0/9

. ld . ~
Exame interno efetuado 3 meses apos inoculagao por corte do cartu
cho foliar,

Exame interno efetuado 6 meses apds inoculagio no tolete,

. i . ~
Exame interno efetuado 9 meses apos inoculagao no tolete, ou 6 me
e . ~ 3 —
ses apos reinoculagao por corte do cartucho foliar.

' De 5 grupos de 2 plantas cada, inoculados com indculos individu-

ais, em 4 deles uma das plantas manifestou sintomas,
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capim~elefante nos quais se aplicou suco de plantas de cana dos con-

troles sadios nao se observou nenhum sintoma,

3, InvestigacOes sobre a metodologia para o uso do capim-elefan-—

te como planta-teste do VRS

Visando determinar a metodologia para o uso do capim-elefante
como planta-teste para a diagnose do raquitism®-da-soqueira, foram

realizadas as investigagaes a segulr descritas.

a. duscetibilidade de cultivares de capim-elefante ao VR3

A suscetibilidade ao VRS de diferentes tipos de capim-~elefante,
obtidos a partir de sementes e de estacas, foli comparada nos experi-
mentos a seguir descritos.

Os tipos de capim-elefante testados forams 2 cultivares (Mer-
ker e Napier); 1 hibrido intercultivar (Napier x Merker); 2 hibridos
interespecificos entre P, purpureum e P. typhoides (Porto Rico e

29722 x Millet 16) e 2 tipos nao identificados. Todos eles serao re-

feridos como cultivar, no presente trabalho.

Foram realizados 4 experimentos de inoculacgido em plantas obti-
das a partir de sementes, e de 2 a 4 experimentos em plantas obtidas
a partir de estacas, em épocas diferentes, O indculo do VRS foi uti-
lizado sem dilvigao e diluido a 12125.000. Um total de 20 a 40 plan—
tas de cada tipo foi inoculado com cada diluigdo do indculo, no grupo
de plantas obtidas de sementes; no grupo obtido de estacas foi inocu~
lado um total de 10 a 20 plantas‘de cada tipo, com cada incculo,

Os resultados obtidos, em termos de porcentagem, estao apresen-—

tados no quadro 4.

b, Comparacio de métodos de inoculacio

Nos estudos preliminares haviam sido notadas diferengas em efi-
ciéncia dos métodos de inoculagao empregados. Visando determinar os
mais aproP;iados para uso na diagnose do VRS com o capim-elefante, fo
ram comparados os seguintess fricgdo das folhas, corte de rafzes,

o ~ . e
imersao de estacas, picadas de agulha e corte do cartucho. ZEstes me-
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Quadro 4., Resultados dos experimentos de inoculagao do VRS em
diferentes cultivares de capim-elefante obtidos de sementes e de esta

cas

gPorcentagens de plantas sem sintomas e
Ic m sintomas nas intensidades indicadas
I( )s em grupos inoculados como indicado

Formas de propagagao

1 . . . .
(") A = auséncia de sintomasj Fr = sintomas fracoss M = sintomas me-
cdanos; Ft= sintomas fortes,

o cultimres o caie- | Iolo, ) Indenlo siiatao
~elefante 12 ‘ ' i 5 |
ro M, Ft A ' Fr | M | Ft
| I I |
Sementes | | | | | l |
Merker g 6 } { 20 | 66 % 76! 22 l 2 } 0
Nepier | 7 110 |17 |66 | 64133 ] 3] o0
Napier x Merker g 22 } 1 { 38 ' 27 f 64! 26 f 7 : 3
Porto Rico | 30 | | 12 | 46 | 70| 22 4 4
Nao identificado I i 82 } { 12,0 { 100 © | 0 O
Estacas (2) ! { } i i
Merker I 2 112 | 42 | 44 I 551371 8] o
Napier , 7 { 3 l 27 | 63 % 60| 25 | 15 0
Napier x Merker | 20 | 20 |37 133 ] 6212015 | 3
Porto Rico :29’21% 9}41{ 46%45} 9'l 3
29722 x Millet 16 |17 138 |40 | 51 721231 5| o
NZo identificado I } 20 I 20 ’ 50 ; 10 } 95: 5 ’ 0 } 0
N3o identificado II ; 5 :62 ’ 33 : 0 i 801 20 { 0 { 0

(2) Estacas de dois nds, plantadas por enterrio parcial,



- 22 -

todos foram testados em trés cultivares de capim-elefante, em um ou
mais experimentos independentes.

0 exame dos sintomas internos foi realizado de 30 a 40
dias apéé a inoculagdo nos grupos inoculados por fricgao, picadas de
agulha e corte do cartucho; nos experimentos de inoculagao por corte
de rafzes e imersio de estacas o exame interno foi realizado de 60 a
90 dias apés a inoculagao., Os resultados obtidos nesses experimentos
estdo apresentados no quadro 5.

0 método de fricgdo das folhas foi o unico dentre os testados
que nao possibilitou a infecgdo do capim=elefante pelo VRS, Dentre
os métodos que possibilitaram a infecgdo, o de corte do cartucho nao
8O foi o mais eficiente, como também apresentou maior regularidade
nos 3 cultivares inoculados,

0 método do corte do cartucho, além de altamente eficiente,

. mostrou possuir outras caracteristicas desejéveis, tais como: rapida
e facil execugao, possibilidade de emprego mesmo quando se dispde de
porgdes diminutas de incdculo e possibilidade de realizagio de leitura

. ’ .
mais rapidanas plantas,

c. Comparacao entre plantas-teste obtidas de sementes e de es-

Tacas

Numa série de experimentos com o cv. Merker foram comparadas
plantas—-teste obtidas de sementes com outras obtidas de estacas, estas
plantadas em enterrio parcial, Nessas plantas-teste fol inoculado o
VRS. contido em suco de cana nad diluido e em sucos diluidos a 1l
5,000, 1325,000, 18125,000 e 18625,000, Foram realizadas 4 repeti-
goes, em ocasioces diferentes, inoculando-se 10 plantas com cada inéqg
lo, por repetigao.

Realizando exame interno nas plantas, cerca de 40 dias apSS a
inoculacgio, tempo considerado suficiente para a maxime, manifestacgao
de sintomas, mesmo daguelas originarias de sementes, obteve-se os re-
sultados que permitiram a representacio grafica apresentada na figura
3, Observa-se que as plantas-teste obtidas de estacas foram mais sus

e . . . . 7
cetiveis do que aquelas obtidas de sementes, considerando os inoculos
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Quadro 5, Resultados dos experimentos de inoculaggo do VRS em

plantas-teste de capim-elefante por diferentes métodos

l

i N2 de plantas com sintomas inter-~

39/40

| nos sobre n2 total de plantas ino-
; N culadas, dos tipos de capim—elefagl % de
Metodos de inoculagao ; te indicados, e no total(Ll) infec
Napier } Merker | P, Ricol Total
| ‘
Fricgao de folhas ! 0/20 = 0/35 ‘ 0/5 I 0/60 l 0
Corte de raizes | 10/30 { 12/40 | 19/40 | 41/110) 37
Imersdo- de estacas 15/15 f 20/29 24/85 59/129 46
Picadas de agulha i - } 10/15 : 3/4 l 13/19 I 68
Corte de cartucho { 47/50 i ’ 36/40 | 122/130| 9L
| I I "

l |

(l) Nenhuma, das plantas-controle dos trés cultivares manifestou sin-
tomas,
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diluidos.

d., Comparacio entre métodos de obtencdo de plantas-teste por

estacas

Duas formas de plantio de estacas foram comparadas: plantio por
enterrio total e por enterrio parcial, O plantio por enterrio total
foi ainca considerado em duas variagOes: estacas de um nd e estacas
de dois nds.

As estacas para os dois grupos em comparacgdo foram obtidas de
um mesmo lote de colmos, preparando-se as amostras com quantidades a-
proximadamente equivalentes de estacas das porgdes basal e apical do
colmo,

Em dois experimentos em que se compararam plantas~teste obtidas
de estacas em enterric parcial com outras obtidas de estacas de um
nd, obteve-se diferenga em mimero de plantas com sintomas, maior no
primeiro grupo, em exames efetuados 20 e 30 dias apés a inoculagao.,
No primeiro exame, além disso, houve diferenga em severidade de sinto
mas entre os dois grupos: algumas plantas do primeiro grupo manifesta
ram sintomas fortes, contra nemhuma do outro. Esses resultados podem
ser vistos no quadro 6 e na representagido grafica, em forma porcentu-
al, da figura 4,

A comparagao do plantio em enterrio parcial com o plantio em en
terrio total, de estacas de 2 nos, foi realizada entre 75 plantas de
cada grupo. Os resultados obtidos estao apresentados no quadro 7 e
representados graficamente na mesma figura 4, anteriormente menciona-
da, Pode~se observar que apenas no exame efetuado 20 dias apés a ino
culagdo se notou tendéncia para mais repida manifestagdo de sintomas
no grupo de estacas em enterrio parcial,

A realizagao do exame interno em plantas obtidas de estacas em
enterrio total foi mais dificil do que no caso de plantas obtidas de
estacas em enterrio parcial. Isto porque, naguele caso, a regiao do
colmo a ser examinada internamente se achava enterrada no solo, sendo,
em conseduéncia, mais diffcil a retirada do colmo gue, além disso, ne

cessitou lavagem,
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Quadro 6, Resultados dos experimentos de comparacgao de plan-

tas-teste de capim-elefante, quanto a reagdo ao VRS, quando obtidas

de dois tipos de estacas

Ne de plantas correspondentes a cada um dos
graus de sintomas, de um total de 45 de cada ti
po de estaca, em exames internos efetuados nos
dias indicados apds a inoculagao

]
|
|
|
Sintomas i l
| 20 l 30
} Estaqas dei Estacag dei Estacas del Estaoag de
l 2 ndés(L) l 1 no l 2 nds(4) | 1 no
| | ] {
Fraco % 20 i 5 { 17 % 7
Mediano 1 4 l 2 } 10 { 5
Forte | 2 j 0 l 6 | 2
1 | | |
' ' ! .
Total com sintomasi 26 i 7 i 33 i 14

1. . . . .
() Plantio em enterrio parcial,
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Quadro 7. Resultados dos experimentos de comparacdo da reacao
ao VRS de plantas-teste de capim-elefante obtidas de estacas de dois

nds, plantadas de dvas formas

N® de plantas correspondentes a cada um
dos graus de sintomas em grupos obtidos
de estacas plantadas de duas formas, em e
xames internos efetuados nos dias indica-
dos apds a inoculagdo

oS A —

Sintomas
l 20 ' 30
l Enterrio | Enterrio Enterrio l Enterrio
parcial total parcial % total
l l
Fraco 15 = 21 { 10 } 12
Mediano f 7 } 10 } 13 { 10
Forte g 17 ; 6 { 12 g 10
| l | |
1 | | | |
Total com sintomas (™) { 39 i 37 i 35 l 32
| | I

(l) De um total de 40 plantas examinadas aos 20 dias e de 35 examina
das aos 30 dias,
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Figura 4@ Porcentagens de plantas~teste de capim-elefante com s:ntomas
do VRS em trés intensidades, em relagio ao total inoculado, 20 e 30 dias apos
a inoculagdo, em experimentos de comparagao de tipos de estacas e forma de
plantio das mesmas, A - Plantas obtidas de estacas de d01s nos paréialmente
enterradas (P) versus plantas obtidas de estacas de Jom no, totalmente enterra-
das (Tl). B - Plantas obtidas de estacas de dois noés: plantio em enterrio
parcial versus plantio em enterrio total (T2).

Fr = sintomas fracos; M = sintomas medisnos; Ft = sintomas fortes.
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e, Determinaggo da melhor faixa etaria das plantas-teste pa-

ra fins de diagnose

Em experimentos com plantas dos cultivares de capim-elefante
Merker, Napier e Porto Rico,; obtidos a partir de estacas plantadas
por enterrio parcial, procurou-se averiguar qual a melhor faixa de i-
dade para uso em testes diagndsticos. As estacas foram plantadas a
intervalos de 10 dias e, as plantas obtidas,; inoculadas simulténeameg
te. Essa inoculacgido foi realizada quando o lote plantado em ultimo
lugar tinha 20 dias de idade nos experimentos com os cultivares Mer-
ker e Napier, e 15 dias de idade no experimento com o cv. Porto Ri-
co. Um exame interno foi realizado 20 dias apds a inoculagao e o ou~
tro, em outras plantas do mesmo lote, 10 dias mais tarde, ZEm cada
um, examinaram-se 20 plantas.

Os resultados obtidos, em forma porcentual, estio apresentados
no quadro 8. As plantas mais novas foram sempre as mais suscetiveis,

Nos cultivares Merker e Napier; as plantas de 50 dias de idade
na inoculaggd apresentaram baixissima suscetibilidade; na primeira
variedade, também as plantas de 40 dias de idade foram pouco susceti-
vels., Mo cv, Porto Rico as plantas das 4 idades consideradas apresen
taram boa suscetibilidade, No exame efetuado aos 20 dias apos a ino-
culagao, as plantas de meia- idade foram as que apresentaram maior por
centagem de plantas com sintomasj; aos 30 dias houve praticamente um

nivelamento de plantas com sintomas entre todos os grupos,

f. Comparacao entre pl;htas~teste mantidas em casa de vegeta~-

cao e ao ar livre, e em combinacoes desses ambientes em

I'd ’ ’ . ~
periodos pre~ € pos=-inoculacao

Com a finalidade de se compararem plantas de capim-elefante,
quanto as reagOes ao VRS, mantidas em casa de vegetagao com outras man
tidas ao ar livre, e plantas mantidas em combinagOes desses dois ambi-
entes, nas fases anterior e posterior & inoculagio, foram realizados
4 experimentos. As plantas foram submetidas aos seguintes tratamen—
toss periodos pré- e pds-inoculacgio em casa de vegetagdo (VV); perio-

s . ~ ~ s . ~ .
do pre—inoculacao em casa de vegetacgao e pos-inoculacgao ao ar livre (VA)
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Resultados dos experimentos de determinagao da me—

Quadro 8.

e

lhor faixa etaria de plantas-teste de capim-elefante para a diagnose

do VRS
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perfodo pré-inoculagio ao ar livre e pds-inoculagio em casa de vegeta
cho (AV); e periodos pré-e pds—inoculacgio ao ar livre (AA).
Examinando-se as plantas em duas ocasides, metade das plantas
20 dias apéé a inoculacao e a outra metade 10 dias depois, foram obti
dos os resultados apresentados no quadro 9 e representados graficamen
tey; em forma porcentual, na figura 5, Observa-se que as plantas sub-
metidas aos tratamentos AV e AA foram mais suscetiveis e manifestaram

. . L. .
sintomas mais nitidos nos dois exames efetuados,

B. UTILIZAGAO DO TESTE DIAGNGSTICO DO CAPIM-ELEFANTE

e . . . ~
Estudos sobre o virus do raguitismo-da~soqueira e sua relagac
com a cana-de-agucar e outras hospedeiras, foram realizados com o au-
Lo . ¢ . . .
xilio do teste diagnostico do capim-elefante., Tais estudos e os resul

tados obtidos sao relatados a seguir.

1, BEstudo das propriedades fisicas do VRS

Foram estudadas as seguintes propriedades fisicas do VRS; ponto
final de diluigao, temperatura final de inativac@o, longevidade in vi-
Ezgﬂe longevidade in vivo em tecidos de cana, Em cada um desses estu-
dos, foram inoculadas 4 a 6 plantas-teste, com cada um dos indculos a
serem testadoss em cada série, a ordem de inoculagao seguida foi sem~

pre do inoculo suposto menos infectivo para o mais infectivo,

a., Ponto final de diluicao

Extratos de colmos maduros de cana foram diluidos a 135,000, a
1:25,000, a 13125,000 e a 13625.000, em agua destilada, e foram utili
zados na inoculagao, juntamente com o extrato nao diluido, de plantas
dos cultivares Merker (3 testes), Napier (1 teste) e Porto Rico (1
teste), O numero de plantas inoculadas com cada indculo, em cada tes
te, foi de 10,

Os resultados obtidos, quanto & porcentagem média de plantas in
fetadas com os diferentes indculos, estao representados graficamente

na figura 6,
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Quadro 9, Resultados totais de 4 experimentos de comparacgio en—
tre plantas-teste mantidas em casa de vegetagdo e ao ar livre, e em
. o~ . ' s ’ . ~
combinagoes desses ambientes em periodos pre- e pos-inoculagao, guanto

<
a reagao ao VRS

Ne de plantas correspondentes a cada um dos graus de
151ntomas, em grupos mantidos nos amblentes 1ndlcados(lL
|em exames efetuados nos dias indicados apos a inocula-

Sintomas !gao .
If 20 { 30
l ﬂl —f— ‘?l— _?l l I—
| W ow | sy s | ow | wmooar | s
I | , ) x : | | '
I l l ! i l | |
Mediano f 17 11 8 { 18 } 24 ; 7 { 9} 6{ 19
Forte | 2 | 1 6 | 12 | 9 4 i 26 ] 6
1 | l l | I ! |

Plantas com

sitamas/oted 29/45' o4/50| 41/45| 43/45' 24/35 |18/20' 33/35 | 34/ 35

VV perloda3pre- e pos-inoculagdo em casa de vegetagao9 VA = pe-
riodo nreulnoculagao em casa de vegetagao e pos-lnoculagao ao ar

livre; AV = perlodo pre~1noculagao ,a0 ar livre e pos-lnoculagao an
casa de vegetagio; AA = perlodospre— e pos-inoculagio ao ar livre,
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Figura 5, Porcen tagens de plantas»teste de capim-elefante com ‘sin-
tomas do VRS em trés 1nten31d;des, em relaco ao total inoculads, 20 e 30
dias anos a 1noculaﬂa0, gusndo mentidas em cesa de vegehagao e ao ar livre,
e em combluagoes deétes embientes em perlodos pré- e nss=1noculava0
.VV = periocdos pré- e pos-inocculagdo em ,casa de vegetagﬁo, VA = merloda )
Dre-lnoculaﬂao em casa de vegetagdo e pOSwlnocu4agao ao ar livre; AV = pe-
riodo nre~1no¢ula 30 a0 ar livre e pos~inocul»gfo em casa de vegetagao'

AA = weriodos pré- e mos~1nocu1agao ao ar livre; Fr
M = sintomas medianos; Ft = sintomas fortes.

sintomas fracos;
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b. Temperatura final de instivacio

Para o estudo da temperatura final de inativacao do VRS foram
consideradas duas fontes de indculo (colmos maduros)s cv. CP 44/101,
mantida na Segao de Virologia, e cv. IAC 50/134, de um canavial da re
giado de Sao Simio, SP. Tubinhos de vidro, com parede de espessura a-
proximada de 1 mm, hermeticamente fechados, comportando 1 ml de inéqg
lo cada, foram mergulhados em agua aquecida a 50, 55, 60 e 652C. De-
corridos 10 minutos, eles foram retirados e esfriados em agua cor-
rente, Procedeu-se, entio, a inoculagdo de 6 plantas-teste com cada
indculo, incluindo o controle ndo aguecido, de cada variedade.

Conforme se pode ver nos dados apresentados no gquadro 10, numa
das preparacoes ainda houve alguma infectividide no indculo tratado a

602C, mas nao no tratado a 652C.

c. Longevidade in vitro

Colmos de cana foram colhidos em Araraquara, SP. (cvs. IAC 48/
/65 e IAC 51/205), Sao Simio, SP. (cv. IAC 50/134) e em Campinas, SP.
(cv. CP 44/101) e deles extraiu-se garapas que foram armazenadas a
temperatura de laboratorio (18 a 29¢C), a temperatura de aproximada~
mente 52C, obtida em refrigerador caseiro, e a temperatura de -159C,
obtida em congelador. Apds periodos de armazenamento de 3, 9y 27 e
81 dias, as garapas foram testadas quanto & infectividade, em plan-
tas-teste de capim-elefante,

Conforme € mostrado no quadro 11, nos quatro periodos testados
os indculos armazenados & tempekatura de laboratdrio e em refrigera-
dor foram aproximadamente iguais em infectividade e um pouco inferior
équeles armazenados em congelador., Aos 81 dias, dos 4 inoculos tes-
tados apenas 2 indculos e 1 indculo, respectivamente dos grupos arma-
zenados a temperatura de laboratorio e em refrigerador, ainda manti-
nham a infectividade e, assim mesmo, numa formé fraca, Dos 4 indcu-
los armazenados em congelador, 3 mantiveram a infectividade apds 81
dias de armazenamento, com um deles mantendo infectividade praticamen

te igual & original,
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Quadro 10, Resultados dos testes para de-
terminacao da temperatura final de inativagao do

VRS, realizados em plantas-teste de capim-elefan-
te

| No de plantas com sintomas e in
- > ¢ 2
tensidades medias corresponden-~

Temperatura | tes (L), nun total de 6 inocula-
das com inoculos dos cultivares
(eC) [ .
de cana indicadds ®
CP 44/101(%) f IAC 50/134(°)
|
| Ne I | Ne I
Controle = 6 Ft } 6 Ft
50 | 3 M 3 M
55 1w s u
60 | 0 - 2 Fr
65 i o - o -
(l) Pt = sintoma forte; M = sintoma medianoj
Fr = sintoma fraco.
(2) Planta mantida na Segao de Virologia.
(3) Planta de canavial da regifo de S50 Simfo, SP.
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Quadro 11. Resultados dos testes realizados em capim-elefante
para determinar a longevidade in vitro do VRS em ambiente de labora-

- . .
torio, em refrigerador e em congelador.,

I

N2 de plantas—teste com sintomas 1n
ternos em cada 4 inoculadas com 1no
I culos armazenados pelos gerlodos in

Locais de armazenamento
dicados (dias)

. ’
e fontes de inoculo

3 9 27 81

Laboratorio (18-299C)
IAC 48/65
IAC 50/134
IAC 51/205
CP 44/101

P o>~ oD
o N WD
w B o>~
= O O

Refrigerador (59C)
IAC 48/65
IAC 50/134
IAC 51/205
CP 44/101

IR S T
o w >~ &
o = FH w
o O O ™

Congelador (-152C)
IAC 48/¢5
IAC 50/134
IAC 51/205
CP 44/101

N ow w
= >~ DD O

N> N M
w oS~ >~ P

| I
I I
l |
I I
| |
I I
I I
I I
I I
I |
I I
I I
I |
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I |
I I
I I
| I
| |
| I
I I
| I
| I

— — — — —— — —— —— ———— ——— — —— ——— —
——— —— — — e —— — —— — ——— e ——— e —
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d, Longevidade in vivo

A longevidade in vivo do VRS em colmos de cana foi estudada ar-
mazenando-~se colmos inteiros ou pedacos.

Colmos de cana colhidos em Piracicaba, SP. (cvs. CB 49/260 e
IAC 50/134) e em S&o Siméo, SP. (cve. CB 41/76 e CB 49/260) foram tes
tados no dia seguinte, extraindo-se garapa de um pequeno pedago, e de
pois guardados & temperaturs ambiente de laboratorio, Decorridos 15
e 25 dias, os mesmos colmos foram testados, também extraindo-se gara-
pa de um pequeno pedago.

Os resultados obtidos estao apresentados no quadro 12. Obser-
va-se que, colmos infetados mantiveram a infectividade praticamente
inalterada por 25 dias, exceto naqueles em que houve o estabelecimen~
to de podridoes, os quais, ou perderam o virus totalmente, ou a infec
tividade foi bastante diminuida.,

Em outro experimento, colmos de cana dos cultivares CP 36/105,
e CP 44/101 (origem: Campinas, SP.), IAC 50/ 134 (origem: Sao Simao,
SP.) e IAC 51/205 (origems Araraquara, SP,), selecionados com base
nos sintomas internos, foram divididos em pedagos de um internddio,
sem eliminar os dois nos laterais. Parte dos toletes de cada colmo
foi tratada com aretan (6 de Hg metalico) a 2,5%. Tanto os toletes
tratados como os nao tratados, contidos em sacos plésticos, foram ax
mazenados em ambiente de laboratdrio (18 a 299C) e em refrigerador
(52C)5 em congelador (-152C) armazenou-se apenas toletes nao tratados
com aretan (l), Apés per{odos de armazenamento de 25 e 125 dias, as
as amostras foram testadas quanto 4 infectividade, tendo sido obtidos
os resultados apresentados no quadro 13,

Considerando o mimero de plantas-teste infetadas e a severidade
dos sintomas, cuja caracteristica nio consta no quadro, o axma zenamen
to de toletes por 25 dias, em qualquer dos trés ambientes, nio acar-

retou perda da infectividade, exceto em um ou outro tolete, armazena-

(l) 0 congelamento de toletes & tratado neste capitulo, apesar de tal
tratamento ndo constituir realmente um armazenamento in vivo,



Quadro 12, Resultados de testes realizados em capim-elefante
para determinar a longevidade in vivo do VRS, em colmos inteiros de

. ‘< .
cana armazenados em ambiente de laboratorio

i e de plantas com sintomas internos em
cada 4 inoculadas com suco de colmos

Cultivares de cana armazenados pelos periodos indicados

I
oo ] I (dias)
e numero do colmo |
{ o | 1 | 2
I | |
OB 41/76 | | |
1 | L0 41 oh
2 { s II 4 { O(i)
3 IR N
OB 49/260 | ! |
1 } 3 f 4 i 2(%)
2 I 4 | 4 I3
3 | S R
4 | 3 A TS
5 | 5| 1B
IAC 50/134 II i 1
1 I | s I 4
2 . T
3 l l 4 I3
| | |
(1) Colmo totalmente apodrecido.
(2) Colmo com peguenas partes ndo apodrecidas, de onde se extraiu o

inoculo,
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Quadro 13, Resultados de testes realizados em capim-elefante
visando verificar a longevidade in vivo do VRS em toletes de 2 gemas,

tratados ou nfo com fungicida, e armazenados em trés temperaturas

| we de plantas—teste com sintomas internos
em cada 4 inoculadas com suco de toletes
armazenados nas trés temperaturas e pelos

Cultivares de cana per:fodos (dias) indicados

|
|
e tratamentos i 25 { 125
|18 a | O T I N
| 2900 = 50 } 1520 2050 | 500 !-15_0
I R R T
CP 36/105 | | l I | |
l | Py |
com aretan | | 2 | = l 3 ‘ 1) | -
sem aretan } 2 } 3 } 4 % O(l)= 2(2) ‘ 4
CR 44/101 | : } | | I
com aretan % L | 4 ] - { 3 { 2 } -
sem aretan ! 3 ‘ 4 { 4 { O(l): 1(2) i 4
IAC 50/134 | } { | | l
com aretan ; 1| 4 | - { 2(2)= O(l) } -
sem aretan } { 3 { 4 { 2(2)= 4(2> , 4
140 51/205 A N
sem aretan l 4,wi 2 } 3 } 3 i 2(1) : 4
l j | l |

Tolete totalmente apodrecido.

~ =’

Tolete apenas com pequena parte nfo apodrecida, de onde se ex-
\ . N s
traiu o inoculo.



- 41 -

do & temperatura de laboratério, em alguns dos quais houve ligeira re
dugao na atividade do virus, justamente em toletes com inicio de po-
driddo., Toletes armazenados por 125 dias, tanto a temperatura de la-
boratério, como em refrigerador, apresentaram perda acentuada da in-
fectividade, havendo indicagao de que esta seria melhor mantida em to
letes tratados com aretan., Toletes armazenados em congelador, por es
se periodo, mantiveram a infectividade num nivel comparavel agquele i~
nicial,

Em outro experimento, verificou-se que também as bainhas das fo
lhas podem ser guardadas em congelador por 125 dias, sem prejufzo na

o . e
atividade do virus nelas presente,

2. Reestudo do circulo de hospedeiras do VRS

Um reestudo, embora limitado, do circulo de hospedeiras do VRS,
foi realizado com base em testes de recuperagdo do virus para o ca-
pim-elefante. Essa investigacao teve a finalidade de descobrir novas
hospedeiras do VRS, preferivelmente que manifestassem sintomas, bem
como de verificar se,das hospedeiras conhecidas, se conseguiria recupe
rar o virus para o capim-elefante. Os resultados desses experimentos
estdo reunidos no quadro 14, e serao a seguir descritos com maiores
detalhes,

Os resultados com relagdo a Echinochloa colonum se referem a

dois testes., Plantas com 50 dias, inoculadas por corte do cartucho
foliar, foram examinadas 2 meses depois, ocasiao em que se fez os tes
tes de recuperagao do virus. Tddos os indculos individuais de plan-
tas infetadas (5 plantas com sintomas internos do tipo ja descrito
neste trabalho e 3 sem sintomas) mostraram-se altamente infecciosos,

Plantas de Panicum antidotale Retz.y inoculadas com 2 meses de

idadey contados a partir da semeadura, e examinadas 2 meses depois,
apresentaram (5 em 10) certas descoloracOes vasculares de tonalidade
marrom-avermelhada, em nos maduros. Nada se observou nas plantas-con
trole. [Em exame efetuado, em outras plantas, 1 més mais tarde, 9
plantas em 10 (quadro 14) apresentaram sintomas severos de descolora-

~ - . . . .
gao vascular em nos maduros de colmos inoculados e, inclusive, de per
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Quadro 14, Resultados obtidos no reestudo do circulo de hospe-

. ~ ~ s
deiras do VRS com base em testes de recuperacgao do virus para o ca-

pim-elefante

| Relacio de plantas com sintomas
¢ p
internos/total de plantas, e recu

Cram{neas ' peracgao do virus
} Sintomas(l) 3 Reouperaggo(z)
Echinochloa colonum (L.) Link } 13/40 { e
Panicum antidotale Retz. | 9/10 | gt
P. maximum Jacg. !Sempre-verde® { 10/20 } +
Paspalum conspersum Schrad. | 0/20 | -
P, fasciculatum Willd, { 0/20 } -
Sorghum bicolor Moench, ‘ |
'A.Red.Amber? i 0/6 } -
'itlas! | 8/20 i e
1B, Leotit { 15/20 } e
'"Dwarf Shallu' | 0/10 | T+
!Formosa! { 16/20 } .
tJay? | 0/10 | +
'Mac Lean! { 0/6 # +
tRedbine? | 14/20 | gt
'Sartt % 23/38 ! oo
' Straightneck! | 0/10 ! +
' Sumz.ct } 0/6 } +
S, halepense (L.) Pers, | 20/40 I it
Zea mays L. '94~9621 i 0/17 i et

1, .. ~ . .

(7) Nas plantas-controle nzo ocorreram sintomas, exceto um tipo de
descoloragao vascular que ocorreu em algumas plantas de S. bico-
lor e 3., halepense mas nao relacionado com o VRS, segundo o teste

de recuperacao,

(2) ++4+ = extrato altamente infecciosoj 4+ = extrato medianamente in-
feccioso; + = extrato pouco infeccioso; - = extrato nao infeccio-

SO,
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filhos laterais. Testes de recuperacgao do virus realizado na ocasido
desse exame deram altamente positivos para os 5 indculos individuais
de colmos de plantas inoculadasy incluindo um caso de indculo de per-
filho lateral, ainda sem sintomas,

De P, antidotale inoculado o virus foi também recuperado para a
cana., De 3 indculos individuais, inoculados em brotos de cans cres-
cendo a partir de toletes de 2 nds, plantados por enterrio parcial, 2
levaram & manifestacdo de sintomas internos de descoloracgido vascular,
enquanto que com 2 indculos testados de plantas-controle nao houve ma
nifestagido desses sintomas. O resultado dessa leitura foi confirmade
com novo teste de recuperacao para o capim-elefante, a partir dessas
plantas de cana.

De 20 plantas de Panicum maximum 'Sempre~verde! examinadas 50

dias apés a inoculacao, em 10 foram observados sintomas internos do
tipo anteriormente j& observado nesse capim. O virus foi recuperado
de 3 em 5 plantas testadas no capim-elefante; contudo, os indculos se
mostraram pouco infecciosos,

En exames internos efetuados 4 a 5 meses apds a inoculagio nio

se observou nenhum sintoma interno em Paspalum conspersum Schrad,, ob

tido a partir de sementes, e em P, fasciculatum Willd., obtido a par-

tir de toletes. Desses dois capins nao se conseguiu recuperar 0 vi-
rus.

Wa série de cultivares de sorgo inoculados com o VRS, confir-
mou-se a observacgao anterior deste trabalho, de que alguns deles (YA~
tlas¥, 'B, Leotit, 'Formosal, ‘Jaﬁ'9 'Redbine' e *'Sart!) manifestam
sintomas internos do VRS em nds maduros, em forma de riscas alaranja-
das a avermelhadas. Confirmou-se também que ¢ comum observar,em plan
tas ndo infetadas com o VRS,a manifestagdo de sintomas de descolora-
cio vascular semelhante aquela causada pelo VRS, porém ocorrendo ape-
nas em nds mais basais do colmo, enguanto aquelas causadas pelo VRS
ocorrem na regiso mediana-superior do colmo. Ls vezes se notou que
infecgdo por outros patogenos também levam & manifestagao de sinto-

. . 'S .
mas internos confundiveis com aqueles causados pelo VRS.
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Os sintomas internos do VRS em sorgo variaram de tipos poucos
claros até bastante distintos, como no cv. Formosa,cujas plantas, 70
dias apés a inoculacgao, apresentaram a regiao basal de nds maduros
completamente tomada por uma coloragdo marrom,

Nos testes de recuperacao do virus para o capim-elefante, obti-
veram-se resultados positivos com 30 indculos individuais de sorgos
infetados, de um total de 44 testados (2 a 5 por cultivar), embora
fracamente positivos no caso de alguns cultivares (quadro 14),

Foram feitos tr8s testes de recuperagao do VRS de plantas de S,
halepense, 40, 60 e 90 dias apos inoculagdo dessas plantas por corte
do cartucho nos dois primeiros, e por mergulho momentidneo de rizomas
no terceiro teste, Todos os indculos individuais de 5, 3 e 3 plantas
do grupo inoculado, respectivamente dos trés testes, se mostraram al-
tamente infecciosos.

Em milho, cv. 94-962, nio se conseguiu observar nenhum sintoma
interno em exame efetuado 2 meses apés a inoculacgao, esta efetuada em
plantas com cerca de 40 dias de idade., Contudo, succs de plantas ino-
culadas provaram conter alta concentragao do VRS no teste de recupera
¢ao efetuado. De 5 indculos individuais do grupo inoculado, todos de

ram resultados positivos.

3. Determinacao da persisténcia do VRS nas hospedeiras

Plantas de capim-elefante cvs., Merker e Napier foram inoculadas
nas estacas e, 5 meses depois, colmos manifestando sintomas foram di-
vididos em toletes de 1 gema e plantados, De maneira semelhante pro-
pegaram-se também as plantas-controle, Dois meses depois, efetuando-
-se exame interno nas novas plantas, nao se conseguiu visualizar ne-
nhum sintoma interno, tanto nas plantas do grupo anteriormente infeta
do como nas plantas do grupo controle., MNo teste de recuperagao do Vi
rus, testando-se 2 plantas de cada cultivar, ambas deram teste positi
vo fraco, enquanto deram negativo igual mimero de plantas—controle
testadas, FEm novo teste de recuperagao, efetuado 2 meses mais tarde,

em outras plantas do mesmo lote, nio se conseguiu teste positivo com

nenhum indculo. As nlantas de capim-elefante foram novamente propaga
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das de forma igual a primeira propagagido. Examinando internamente as
novas plantas,10 meses mais tarde, nao se notou nelas nenhum sintoma
interno, O teste de recuperacgido do virus também foi negativo.

Em outro experimento, plantas dos mesmos dois cultivares foram
inoculadas por corte do cartucho foliar. Um m8s depois, ao se exami-
nar os colmos inoculados, foram observados sintomas internos. Contu-
do, de 27 brotos laterais dessas plantas, examinadas 8 meses mais tar
de, nenhum manifestou sintomas,

En nove experiéncia, 3 plantas do cv. Merker, obtidas por proya
gaggo vegetativa de plantas originalmente infetadas, ao serem examina
das trés e meio meses apds a propagacio, nao manifestaram sintomas.
Tampouco manifestaram sintomas as sogueiras das plantas originais, e~
xaminadas nessa ocasiao,

Plantas de P, antidotale inoculadas inicialmente por corte do

cartucho foliar e manifestando sintomas internos, foram multiplica-
das por estacas, ensoqueiradas e novamente multiplicadas por estacas.
Foram realizados exames internos e teste de recuperacdo do virus nas
duas fases intermediarias, e no final, tendo sempre sido observados
sintomas em plantas do grupo inoculado, comprovado com testes de recu
peracao fortemente positivos. Entre a inoculagao inicial e esse tes—
te final decorreram 33 meses, Observou-se ainda, nas soqueiras de al
gumas plantas jnoculadas, brotaggo exageradamente anormal, com brotos
finos e de tamanho reduzidos, em contraposigado a poucos brotos, gros-
sos e bem desenvolvidos de plantas controles, nao infetadas.

im plantas de P. maximum 'Sempre-verde'!, inoculadas por corte
do cartucho foliar, o VRS persistiu pelo menos até a 32 soca, Em tes
te de recuperagao do virus realizado 34 meses depois da inoculagdo o-
riginal, conseguiu-se a recuperacao do virus de 3 plantas entre 6 tes
tadas, Testes de recuperacao do vfrus, realizados nas duas socas an-
teriores, também deram positivo. Contudo, em todos esses testes os
sintomas na planta-teste foram fracos., A visualizagao de sintomas in
ternos nas soqueiras de P, maximum também se mostrou dificil, ocor-
rendo uma: ou outra com alguma descoloragao vascular, nao consPicua.

. 'd
Em nenhum caso se conseguiu recuperar o virus das plantas-controle,
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Testes de persisténcia do VRS realizados em S. bicolor, cvs. A-
tlas, B, Leoti e Formosa, demonstraram que o virus persiste nessas
plantas pelo menos até a ressoca, 10 meses apos inoculacgao na planta
original, e também persiste nos clones de plantas inoculadas, obtidas
por multiplicacao vegetativa. No experimento que conduziu a esse re-
sultado, os sorgos foram inoculados por corte do cartucho foliar; 2,5
meses depois, o colmo inoculado foi dividido em estacas de uma gema,
as quais foram plantadas. Trés meses e meio mais tarde, fez-se o tes
te de recuperacgao do virus das novas'plantas e também das socas das
plantas originais. De ambos os tipos de plantas conseguiu-se a recu-
peracao do virus., Examinando as plantas internamente, antes do teste
de recuperagao do virus, verificou-se a ocorrédncia dos sintomas inter
nos caracteristicos de cada variedade, observados nas inoculagdes an~

teriores.

4, Bstudos euanto & distribuicio do VRS na planta de cana

Foram realizados 3 experimentos visando verificar a distribui-
gao do VRS na planta de cana. Sucos de folha (sem a nervura princi-
pal), de bainha, do tecido apical do colmo, do no maduro, do internd-
dio e das raizes, foram extraidos em agua destilada, na proporgao de
1 g de tecido para 5 ml de agua (diluicdo 1:5)., Em seguida, foi fei-
ta uma diluiglo a 1325,000 com cada um destes indculos, apds o que,
foram feitas as inoculagOes em plantas-teste de capim-elefante.

O VRS foi encontrado em elevadas concentracdes nas diferentes
partes da planta, embora nos dois primeiros testes nao tenha sido con
seguido resultado positivo com indculos da folha e da regiao apical

do colmo, conforme se pode ver no quadro 15,

5, Realizacao de levantamentos de campo

Colmos maduros de cana, colhidos ao acaso, em viveiros e cana-
vials de algumas propriedades canavieiras do Estado, foram utilizados
para estudos de comparacao da diagnose, pela observacao dos sintomas
internos na prépria cana, com a diagnose pelo teste do capim-elefante,

. . . ~ s . « q N .
Consequentemente, foi feita determinacao do nivel de incidéncia do
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Quadro 15, Resultados de testes efetuados para verificar a dis

tribuigdo do VRS nos diferentes tecidos de planta de cana

Ne de plantas-teste com sintomas inter-~
, , nos sobre n2 total de plantas inoculadas,
. d
Inoculos extraidos em trés testes, com os inoculos nas con-

dos tecidos centragdes indicadas

I
indicados | 1:5 125,000

{ 1 } 2 | 3 1 : 2 | 3

I [ I | I
Lémina foliar { 0/6 { 0/10 I 5/10 } 0/6 % 0/10 } 5/10
Bainha %4/6 : - }5/5 { 1/6 : - :6/9
Regifo apical do colmo } 0/6 { 0/10 { 6/8 { 0/6 I 0/10 } 5/6
NG maduro {3/6 ’7/10 } - { 2/6 {0/10 : -
Internddio maduro } 5/6 { 5/10 } 5/5 } 1/6 { 1/10 : 3/5
Radizes : - }4/10 {8/10 { - } 3/10 {7/10

! l | | | |
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VRS nos lotes amostrados,

Em todos esses estudos, os colmos coletados como amostras, cada
um representando uma planta, foram utilizados para testes individuais
em capim-elefante, A garapa de cada colmo foi testada num minimo de

4 plantas-teste.,

a., Comparacao entre a diagnose pela observacao dos sintomas

internos na cana e a diagnose por meio de teste em capim-

—elefante

Foi realizado uma investigag@o visando estudar comparativamen-
te, para fins de levantamento de campo, a diagnose do raquitismo-da-~
-soqueira pela observacgao direta dos sintomas, com a diagnose por
meio de teste em capim-elefante, Nesse estudo foram considerados os
cultivares de cana CB 41/76, CB 46/47, CB 49/260, IAC 48/65 e IAC 50/
/134, As amostras foram colhidas de canaviais e de viveiros, estes
compreendendo os primarios, os secundarios, os tercidrios e os de or-
dem superiores, assim chamados conforme formados com toletes tratados
termicamente (primarios) ou pela multiplicagdo sucessiva desse vivei-
ro inicial,

Observa-se no quadro 16, onde estao os resultados obtidos nes-
ses estudos, que:s (a) a visua}izaggo de sintomas internos, em canas
infetadas de lotes recém tratados termicamente, foi praticamente im~
possivel nos diversos cultivares, havendo relativamente grande nimero
de casos em que as canas apresentaram descoloragoes vasculares, embo-
ra em forma nfo muito conspicua, e que o teste diagndstico nio acusou
a presenga do virus (cv. CB 49/260 e IAC 50/134); (b) em lotes de ca
na tratada hg mais tempo houve a possibilidade de visualizagao de sin
tomas em maior porcentagem dos colmos infetados, tendo sido maior es~-
sa porcentagem no cv, IAC 50/134, menor cvs. CB 49/260 e IAC 48/65
(nos guais houve também grande proporgao de ocorréncia de sintomas na
cana nao confirmadas pelo teste) e nulo no cv. CB 41/76; (c) em ca-
nas de canaviais, na maioria dos colmos infetados puderam ser notados
sintomas internos bem conspicuos, exceto no cv. CB 46/47, ou scja: 70%

de colmos infetados do cv, CB 41/76, 67% do cv, CB 49/260 e 97 do cv,



Quadro 16,
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Diagnose do raguitismo-da-soqueiras: comparacao entre a
gn q q b ¢

diagnose pela observagao dos sintomas internos na cana e a diagnose pelo

teste no capim—-elefante

Total de colmos examinados, nf destes nos gquais se observaram
lsintomas internos do VRS, e n? de colmos gque deram teste posi~
tivo, em trés grupos de amostras
Cultivares |Viveiros terciarios |
de | Vzvzzzgidgiinglgs |ou ordens superlo- [ Canaviais
| res(?) I
eans | I I l l l l
|Total ICOlmOSIT ste |Total ICOlmosiﬂ ste ITotal ICOlmOSITeste
1mos | O3 lposit. | de | com | posit,| de COM | posit,
co mos|51nt( h Icolmos|51nt. l |colmosls:|.nt° l
| | l | i 1 | I l
CB 41/76 | 40 = 0 { 11 } 25 % 0 } 14 I 69 517(2) { 30
|
N7/ SR EETI R BV I R B R O B
|
CB 49/260 | 45 } (3)} 7 { 39 :9(3){ 21 II 68.} 35 % 53
mods/es | 25 | o lu | owm les| s | oo | -
l
IAC 50/134 | 40 :5(8) % 15 } 32 l25(1)! 31 ; 64 156 } 58
l | ! | ! | i |

1 .. .
(7) Viveiros formados com toletes tratados termicamente ou com canas des-

tes viveiros,

£y . . .
(2) Viveiros formados com canas de segunda ou ordens superiores de multi-

plicagdo de cana inicialmente tratada termicamente,

( ) Os mimeros entre paréntesis se referem a colmos tidos como apresentan-

do sintomas mas que no teste diagndstico deram resultadas negativos; os

outros colmos com sintomas deram todos resultados diagndsticos positi-

VOS,
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ILC 50/134,

Com relagao aos sintomas em capim-~elefante foi possivel notar
os seguintes fatos: (a) canas com sintomas conspicuos sempre causa-
ram sintomas fortes em capim-elefante; (b) canas infetadas de cana-
viais, poréﬁ sem sintomas, causaram sintomas mais fortes do que canas
semelhantes, de viveiros, principalmente dagueles recém tratados ter-

micamente, cujas canas, em geral provocaram sintomas bastante fracos.

b. Levantamentos em canavials comerciais

Os resultados dos testes diagndsticos realizados, com amostras
de canaviais de Jau, Lengois Paulista, Piracicaba, Sio Simio e Ser-
rana, estao apresentados no quadro 17. Observa-se pelos dados expos-
tos neste quadro,que o grau de infecgdo pelo virus nos canaviais amos
trados foi sempre superior a 30%, a maior parte caindo na faixa de 50
a 1006 de infecgao,

Considerando os cultivares amostrados em maior numero de pro-
priedades, o CB 49/260 e o IAC 50/134 em geral apresentaram niveis
bastante altos de infecgdo, enguanto o cv., CB 41/76 e o cv. CB 46/47

'g . . . .
apresentaram niveis relativamente mais baixos.

¢, Levantamentos em viveiros de cana para plantio

Os resultados dos testes diagnésticos realizados com amostras
colhidas em viveiros de 3 usinas (Barra Grande de Lengdis, Lengdis
Paulistas S3o Geraldo, Sert@ozinho; e Tamoio, Araraquara) e em vivel-
ros de 3 estagdes experimentais distribuidoras de mudas (Cooperativa
Central dos Produtores de Agucar e flcool do Estado de Sio Paulo, Du-
mont e Sertdozinho; Instituto do Agﬁcar e do ﬁlcool, Ararasz Institu~
to Agrondmico, Piracicaba), estao apresentados no quadro 18,

Os dados foram reunidos por tipos de viveiros, a saber: (a) vi
veiro formado com toletes tratados termicamente com égua quente (pri-
mario); (b) viveiro de primeira multiplicacdo de cana originaria de
toletes tratados termicamente (secunddrio); e (c¢) viveiro de segunda
ou ordem superior de multiplicagdo de cana originaria de toletes tra=-

. « £ . . A
tados termicamente (terciario ou superlores). Os dados desses trés
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Quadro 17, Resultados dos levantamentos para avaliacgao da inci
déncia do VRS nos canaviais do Estado, realizados por meio de testes

diagnosticos em capim-elefante

NQ total de canas testadas e porcentagem de infeg
cao em amostras de cana coletadas nes localidades

i
I
Cultivares : indicadas
de cana i Jad |Law&ﬁ| Pira~- | S0 |
! u ! Paulista& cicaba ! Simao E Serrana
|I Ne % f e ,3 { Ne % } Ne - { Ne %
CB 38/22 IlO 30l - -] - T
40/69 | 15 33{ - - } - - I - = % 5 100
L0/77 :10 50l - -] - -| I
41/76 |20 s0f2t soli0 eojis 33 - -
45/155 |' - -3 30 - - - ~-1- =
16 /KT T T N
49/260 ’ 10 70] 18 72| 15 100]| 20 70| - -
56/20 | - -: 20 60} - - : - - % s W
IAC 50/134 } ~ -l23 87115 1ool20 90f - -
Ignorado : - -izo 1ooi - -i - - % - -
!
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Quadro 18, Resultados dos levantamentos para avaliagao da inci
déncia do VRS em viveiros de cana de usinas e estagOes experimentais
do Estado, realizados por meio de testes diagndsticos em capim-elefan

te

Ne total de canas testadas e porcentagens de in

|
Cultivares % fecgao em amostras de trés tipos de viveiros
i | ! L.
de cana : Primério(l) } Secundério(z) { gﬁ;:iiii?3§u
] P 1
| Ne g | Ne a | Ne %
OB 36/24 T R |5 o
40/13 I - - | 10 30 | - -
40/69 - - s 2 5 e
L1/14 | 10 10 | - - | 25 32
41/76 } 30 26 { 10 30 } 35 T4
45/155 | 20 45 | - - - -
A N T A D
49/260 | 40 17 | 25 28 | 45 58
56/20 R
Co 740 | 110 70 | - - - -
IAC 48/65 10 s | 15 20 | 30 50
50/134 | 40 30 | 20 30 | 45 98
51/201 ’ - - { 10 30 : - -
51/205 | 10 60 | - - | 15 73
se/s26 | - - | - - | 15 40
NA 56/62 { - - : 10 30 } 25 12
(l) Viveiros formados com toletes tratados termicamente,
(2) Viveiros de primeira multiplicagdo de cana obtida em viveiros pri
marios.
(3) Viveiros de segunda ou ordem superiores de multiplicagdo de cana

obtida em viveiros primarios.
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tipos de viveiros nio s@o, contudo, comparativos, visto que nfo repre
sentam multiplicagbes em série de um mesmo material original.

Conforme se pode ver no quadro citado, os viveiros formados com
toletes tratados termicamente apresentaram infecgdo pelo VRS em nivel
relativemente elevado, se bem que, nos testes, a infectividade das ca
nas infetadas em geral tenha sido baixa. Considerando as amostras i-
soladamente, a amplitude de variagio do nivel de infecgdo foi de 10 a
805, De um total de 14 viveiros amostrados, 7 apresentaram nivel de
infecgao inferior a 25%, 4 de 25 a 50% e 3 acima de 50%.

De viveiros de primeira multiplicagido de material originalmente
tratado foram coletadas 13 amostras, sendo que 7 apresentaram nivel
de infeccgao inferior a 25% e 6 de 25 a 50% de infeecgio.

De viveiros terciarios ou superiores, foram coletadas 23 amos-
tras., A amplitude de variagio do nivel de infecgio encontrada foi de
5 a 100,, Quatro viveiros apresentaram nivel de infecgao inferior a
255, outros quatro apresentaram de 25 a 50% de infecgéo e 15 apresen-

taram infecgdo superior a 50%,

6, Eleicao de plantas matrizes sadias

A possibilidade da indexacio de plantas de cana com o auxilio
do teste diagndstico do capim-elefante, para se dispor de plantas ma-
trizes comprovadamente isentas do VRS, as quais s@o, obviamente, de e
norme interesse, vem sendo estudada,

Fm viveiros de clones de gana tratada termicamente foram colhi-
dos 5 colmos dos cultivares CB 41/14, IAC 48/65, IAC 51/205, IAC 52/
/326 e NA 56/62 e 10 colmos dos cultivares CB 41/76 e CB 49/260, De
um pequeno pedago de cada um extraiu-se o suco que foi testado indivi
dualmente em capim-elefante. Logo apés a inoculagao das plantas—tes-
te, 0os colmos foram divididos em toletes de 2 gemas, os quails foram
plantados no campo, individualizando-se cada um, Para se dividir o
colmo em toletes, o0 poddo foi cuidadosamente desinfestado apds o corte
de cada colmo,

Um més mais tarde, quando se fez a leitura do teste diagndsti-

co, todas as plantas originarias de colmos que deram teste positivo
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foram eliminadas. Restaram entao: 2 clones do cv. CB 41/14, 2 do
cv. IAC 48/65, nenhum do cv, IAC 51/205, 2 do cv. IAC 52/326, 3 do cv.
NA 56/62, 2 do cv. CB 41/76 e 1 do cv. CB 49/260,

Decorrido um ano, das plantas restantes coletou-se amostras
(colmo) de uma touceira representativa de cada clone, e fez-se novo
teste diagndstico em capim-elefante. Esse teste indicou que, 1 clone
do cv. CB 41/14, 2 do IAC 48/65, 1 do IAC 52/326, 1 do NA 56/62 e 1
do CB 41/76, estavam infetados pelo VRS,

Novo teste diasndstico foi realizado 3 meses depois, coletando-
~ge amostras (1 colmo e respectivas bainhas foliares) de outras tou-
ceiras, que nao aquelas anteriormente testadas, dos clones que se mos
traram infetadas no teste anterior. Extratos do colmo e das bainhas
correspondentes foram testados isoladamente. Tanto os indculos dos
colmos como das bainhas se mostraram infectivos, exceto do colmo do
cv. NA 56/62 que deu teste negativo, apesar do extrato da bainha cor-
respondente ter dado positivo., Portanto, restaram finalmente: 1 clo-
ne do cv, OB 41/14 (5 touceiras), 1 do cv. IAC 52/326 (4 touceiras),
2 do cv. NA 56/62 (10 touceiras), 2 do cv. CB 41/76 (5 touceiras), e
1 do cv, CB 49/260 (3 touceiras). Essas canas serao utilizadas em
experimentos e multiplicadas para eventual distribuigao a interes-

sados,

V. DISCUSSEO

Os resultados dos estudos de hospedeiras vieram confirmar a hi-
pdtese inicial de trabalho de que haveria possibilidade de serem en-
contradas hospedeiras do VRS que manifestam sintomas., Dentre as en-

contradas, o Pennisetum purpureum (capim-elefante) foi aquele no qual

os sintomas foram os mais nitidos e apareceram em tempo mais curto,
Embora néo excluindo a possibilidade de se encontrarem outras grami-
neas melhores indicadoras do VRS do que esse capim,; e embora pros-—
seguindo com os estudos neste sentido, o capim-elefante fol mais demo

radamente estudado, Verificou-se, entio, que ele realmente € bastan-
te adequado como planta-indicadora do VRS,
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o ha duvida de que os sintomas internos observados no capim-g
lefante estao associados ao VRS, como provaram os testes de recupera-
cao efetuados. A menor intensidade dos sintomas em plantas-teste de
cana infetadas com o virus vindo do capim-elefante, em relagao 80s
sintomas de plantas-teste de cana infetadas com o virus vindo da prd-
pria cana, parece nao se relacionar com selegao de estirpes no capim-
-elefante, mas sim com diminuigdo na concentragao do virus. Verifi-
cou-se que, apés multiplicacdo em cana, do virus vindo do capim-ele~
fante, os sintomas voltaram a niveis comparaveis em mnovo teste reall
zado. Outros fatos vieram a dar evidéncias de que o VRS tem dificul-
dades em se multiplicar e se manter no capim-elefante. Inoculando-o
por corte do cartucho foliar, os sintomas apareceram apenas nos nds
do ponto inoculado e nfo em nos mais velhos ou mais novos e tampouco
em perfilhos laterais nio inoculados. Além disso, constatou-se que o
virus tende a desaparecer da planta inoculada, raramente persistindo
em clones de planta originalmente infetada.

En estudos comparativos de cultivares de capim-elefante quanto
a suscetibilidade ao VRS, constatou-se a ocorréncia de variagio em
suscetibilidade & infecgao e na conspicuidade dos sintomas. Dentre
os estudados, os cultivares lerker, Napier e Porto Rico foram conside
rados satisfatdrios como plantas indicadoras do VRS, por apresentarem
alta suscetibilidade e manifestagio de sintomas bem conspicuos. Nio
se pode excluir a possibilidade da existéncia de cultivares melhores
do que estas ou, por outro lado, cultivares imunes ou que apresentem
o virus em forma letente, dado o grande numero de cultivares existen-
tes,

Os diferentes cultivares ou clones de capim-elefante em cultivo
comercial sfo em geral conhecidos pela denominacao comum de Napier, a
pesar de nao serem especificamente o cv. Napier estudado no presente
trabalho, Esse fato, aliado & existéncia de cultivares inadequados
como indicadores do VRS, torna necessaria a recomendagao para que,
quando se.pretender a realizacgio de testes diagndsticos do raquitis-
mo-da-sogueira com o capim~elefante, sejam feitos testes preliminares

0 - . (3 s
para verificar se, dentre os cultivares existentes no local, algum e
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bom indicador; ou, entdo, pode-se introduzir cultivares j& testados e
aprovados,

Dentre os diversos métodos de inoculagao do VRS, estudados em
capim-elefante, apenas o de fricgao das folhas se mostrou totalmente
ineficiente, Este método coloca o virus apenas nas células superfi-
ciais, enquanto os outros testados colocam o virus em contato com te-
cidos internos da planta e, possivelmente, em contato com o sintema
vascular, por onde deve ocorrer a infecgao. Em estudos anteriores
realizados em cana e outras gramfneas, os resultados foram semelhan~-
tes (STEINDL, 1950; 1955; HUGHES & STEINDL, 1955; WEHLBURG, 1956;
STEIB & FORBES, 19573 ANONIMO, 1962; STEIB, 1965), Tais fatos, alia-
dos a sintomatologia, sugerem uma associaggo intima do VRS com os te-
cidos vasculares da planta.

Dos métodos de inoculagdo que possibilitaram infecgdo, o que
provou ser mais apropriado para testes diagndsticos do VRS foi o de
corte do cartucho foliar, cujo método foi desenvolvido no presente es
tudo. Este método mostrou ser altamente eficiente, simples e pyético.
Além disso, para a sua aplicagio nido ha necessidade de muito indculo
(aproximadamente 0,5 ml € suficiente para a inoculagdo de 4 a 6 plan-
tas) e a leitura dos sintomas pode ser feita em tempo relativamente
curto (20 a 30 dias).

Os métodos que colocaram o VRS em contacto com tecidos intermos
das plantas hospedeiras proporcionaram alta porcentagem de infecgdo,
Esse fato sugere que a reinvestigagao do circulo de hospedeiras desse
virus, empregando-se tais métodd;, talvez possa indicar a existéncia
de outras huspedeiras, com ou sem manifestacdo de sintomas, inclusive
entre as dicotileddneas., Os resultados negativos de trabalhos ante-
riores (HUGHES & STEINDL, 1955; SCHEXNAYDER, 1956; SHEFFIELD, 1959)
podem terem sido devidos a falha na inoculagdo.

Nos experimentos realizados com o capim—elefante verificou-~se
grande diferenga,quanto & rapidez na manifestacio de sintomas,entre
plantas~-teste obtidas de estacas de um né e plantas-teste obtidas de
estacas de dois nds, quando estas foram plantadas por enterrio par—

cial. Nestas, os sintomas apareceram mais rapidamente. Quando pelas
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duas técnicas de plantio se plantou estacas semelhantes, de dois nds,
essa diferenca foil observada apenas no grupo de plantas examinadas 20
dias apés a inoculacgao e, assim mesmo, em menor srau. Talvez, se fos
se realizado um exame interno mais cedo, pudesse ser notado maior di-
ferencial; todavia, nao teria interesse prético, visto que a manifes~
tagao de sintomas nio seria plena, o que sé ocorre de 20 a 30 dias a-
pos a inoculagio,

Notou~se que os colmos das plantas de estacas de enterrio par-
cial apresentaram os tecidos intermos mais amadurecidos que os de
plantas de estacas em enterrio total, como foi verificado por BENDA
(1969) para a cana-de-agucar, Portanto, o aparecimento mais rapido
de sintomas do VRS no capim-elefante, deve também ter relacao com o
amadurecimento da planta., A grande diferenga observada no teste em
que se comparou plantas obtidas de estacas de dois nds com outras ob-
tidas de estacas de um nd apenas, provavelmente foi devido ao favore-
cimento adicional do amadurecimento pelo crescimento mais rapido do
broto na estaca de dois nds.

O plantio em enterrio total, além de ser inferior quanto a rapi
dez na manifestagado de sintomas, ainda apresenta outros inconvenien-
tes, Quando a planta € inoculada no melhor estagio para a menifesta-
¢ao de sintomas, ha necessidade de se realizar o exame na parte mais
inferior do broto inoculado, no ponto préxﬁno & unido com a estaca de
plantio. Iio caso de estacas totalmente enterradas essa regido fica
enterrada; devido a isso, ha dificuldade em se destacar o broto da
estaca original e ele vem sujo de terra, havendo necessidade de lava-
gem antes do exame interno,

Plantas~teste obtidas de estacas parcialmente enterradas ‘tambén
se mostraram mais apropriadas do que aquelas obtidas de sementes. IE-
las se formam mais rapidamente, ha disponibilidade de estacas pratica
mente o ano todo, as plantas sao mais suscetiveis e permitem exame in
terno mais facil,

Verificou-se que o envelhecimento das plantas-teste des capim-e-
lefante tornam-as pouco suscetiveis ao VRS. Para se obter bons resul

tados diagndsticos, portanto, a\inoculaggo deve ser realizada em plan
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tas novas. Observou-se que existe uma relagiio entre a maturidade das
plantas no momento da inoculagao e & rapidez na manifestagado dos sinto
mass as plantas inoculadas com meia idade apresentaram alta porcenta-
gem de plantas com sintomas 20 dias mais tarde, enquanto que as plan-
tas mais novas vieram a apresentar porcentagens equivalentes somente
30 dias apos a inoculacgdo.

Testes diagndsticos do VRS em capim-elefante podem ser realizaw-
dos ao ar livre, com resultados comparaveis ou até melhores do que
quando realizados em casa de vegetacao, nas condigdes de Campinas,
Como se admite que nio existem vetores aéreos do VRS (STEINDL, 1961),
a realizacdo de testes diagnosticos em ambiente aberto, sem nenhume
protecao ¢ perfeitamente admiss{vel, desde, naturalmente, que nao haja
limitagao de ordem metereoldgica.

As plantas conduzidas em casa de vegetacao sao, obviamente, mais
tenras do que aquelas conduzidas ao ar livre, as quais se tornam le~
nhosas rapidamente. O fato de que os sintomas manifestaram tendéncia
de aparecerem mais rapidamente em plantas conduzidas fora da casa de
vegetagao, vem reforgar a hipotese acima postulada de que o aparecimenw
to dos sintomas tem relacdo com o amadurecimento da planta.

Era fato estabelecido que a maxima diluigdo infectiva do VRS sew
ria em torno de 1325.000, determinacao esta feita por HUGHES (1957).
Posteriormente, contudo, EL-BANNA et al, (1967) relataram terem conse=~
guido infetar plantas de cana com inoculo diluido a 15100,000 e SINGH
& RAO (1968) com indculo diluide a 121,000,000, No presente trabalho,
verificou-se que o ponto final de diluicao do VRS se situa acima de
1:625,000,2 provavelmente acima de 131,000,000, confirmando-se portan-
to, 0s resultados dos ultimos autores. Nas altas diluigles, além de
menor muero de plantas infetadas, ainda os sintomas foram comparativa
mente bem fracos,

A tolerfncia a altas diluigles e a facilidade na transmissao me-
cidnica, caracteristicas do agente causal do raquitismo-da-soqueira ja
conhecidas e confirmadas no presente estudo, permitem indiretamente
supor que o agente patoldgico da doenga considerada seja realmente um

V:frus, como supoem a maioria dos autores (STEINDL, 1950; HUGHES &
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STEINDL, 19553 FORBES et al,, 19603 GILLASPIE, Jr. et al.; 19665 GIS-
LASPIE, Jr. 1970a), e nao um organismo do tipo micoplasma, conforme a
suposigao de KHURANA (1972) e de PLAVSIC-BANJAC & MARAMOROSCH (1972).
Segundo revisao feita por HULL (1971), os organismos do tipo micoplas-
ma conhecidos como causadores de doengas em plantas nao apresentam a-
quelas caracteristicas; nos poucos casos relatados de transmissido me-
canica (HAMPTON et al,, 1969; LIN et al,, 1970; PEREIRA & OLIVEIRA
Jr., 1971), esta transmissio foi feita a partir de culturas do orga-
nismo crescendo em meios artificiais e nao diretamente a partir de su
co de plantas infetadas. Por outro lado, na maioria dos casos estuda
dos, segundo a mesma revisao de HULL (1971), aqueles organismos sao
sensiveis a antibidticos do grupo das tetraciclinas. GILIASPIE, Jr.
(1970a) e STEIB & TANTERA (1970) verificaram que o raquitismo-da-so-
queira nio é sensivel a tais antibicticos. Além disso, em todos os
casos conhecidos (HULL, 1971) os organismos do tipo micoplasma foram
observados ocorrendo no floema e nao no xilema, engquanto que PLAVSIC~-
BANJAC & MARAMOROSCH (1972) observaram os corpﬁsculos, que eles consi
deraram como do tipo micoplasma, ocorrendo apenas no xilema.

A temperatura final de inativagao do VRS, determinada em plan-
tas-teste de capim-elefante, foi superior aguela verificada por FAR-
RAR (1957a), nos dois testes realizados. Nestes testes, por sua vez,
um valor foi superior ao outro. Talvez essas diferencas nao sejam
significativas, Porém, ¢ admissivel que diferentes isolados possam
diferir quanto & suscetibilidade ao calor, conforme ja foi observado
por SCHEXNAYDER (1956),

A lcngevidade in vitro do VRS, a temperatura ambiente e em re~
frigerador (58C), verificada no presente estudo,é bem maior do que a-
quela determinada por FARRAR (1957a) e por HUGHES (1957). Essa dife-
renga pode ser devida as condigbes de armazenamento, & sensibilidade
da planta-teste, ou & flora microbiana presente no caldo. 0 segundo
autor relatou que o virus pode sobreviver pelo nenos por 138 dias a
aproximadamente -202C,enbora decrescendo acentuadamente a infectivida
de apés 80-97 dias de armazenanento, No presente estudo,verificou-se

. e Ié . PR '
que pelo menos 8l dias a -152C o virus mantem a infectividade num ni-
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vel comparavel ao inicials portanto, também nesta temperatura a longe
vidade in vitro do VRS pode ser considerada maior do que anteriormen-
te se relatou.

In vivo, o VRS permanece com alta infectividade enguanto o teci
do se mantém em bom estado de conservagdo. O armazenamento de toletes
em congelador possibilita uma &tima conservagdo, pelo menos por 125
dias, e possivelmente por mais tempo, para fins de teste diagndstico.

Com base em testes de recuperagao do VRS para plantas-teste de
capim~elefante, comprovou-se resultados de outros pesquisadores,que

determinaram como sendo hospedeiras do VRS os capins Echinochloa colow~

nun, Panicum maximum, Sorghum bicolor, S, halepense e Zea mays
(STEINDL, 1955; 1957; WEHLBURG, 1956; STEIB & FORBES, 1957), Contudo,

. . ~ . .
se estes investigadores nao conseguiram observar nenhum sintoma nes-

sas hospedeiras, exceto WEHLBURG que notou redugdo no crescimento de
sorgos inoculados, na presente investigacao puderam ser notados sinto-
mas internos nas hospedeiras acima citadas, exceto no milho,

En 3, bicolor e em S, halepense é preciso cuidado no reconheci-
mento dos sintomas internos causados pelo VRS, pois que s0 tém valor
diagndstico agueles ocorrendo nos noés da parte mediana~superior do
colmo., Descoloragoes em nds basais podem ocorrer normalmente em plan-
tas nao infetadas.

Alem do capin-elefante, mais uma outra hospedeira do VRS foi deg

cobertas o Panicum antidotale, Esta hospedeira também manifesta sin-

tomas internos de descoloragao yascular quando infetada pelo VRS, po-
rém sio sintomas menos comspicuos do que no capim-elefante, O virus
foi recuperado desse Panicum com bastante facilidade para o capim~ele-
fante, e também para a cana, indicando que apresenta suco altamente
infeccioso,

En capim-elefante verificou-se que o VRS tem pouco poder invasi-
voy tendo dificuldade de nele se estabelecer sistemicamente. O virus
tende a desaparecer da planta infetada, raramente persistindo por mais

de um ciclo vegetativo, Em P. antidotale, P, maximum e S, bicolor,

contudo, o VRS persistiu por dois ou mais ciclos vegetativos, tanto

nas socas como nos clones propagados por meio de estacas., Segundo a
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literatura, Imperata cylindrica (L.) Beauv. e Sporobolus capensis

(Willd.) Kunth,, foram as duas nicas hospedeiras nas quals se consta
tou que o VRS persiste pelo menos por dois anos (HUGHES, 1958),

Verificou-se que o VRS ocorre aproximadamente na mesma concen-
tragdo em qualquer parte da planta de cana, em um dos testes. Contu-
do, em dois deles, os extratos de folhas e da parte apical do colmo
nio foram infecciosos. Mesmo na literatura os resultados apresenta-
dos nao sao muito concordantes. Assim, HUGHES (1957) verificou que a
concentragido do VRS era baixa nos tecidos imaturos e nas raizes. EL=
BANNA et al, (1967) chegaram a resultado semelhante no que diz respei
to &s rafzes. GILLASPIE, JR. (1970b), contudo, verificou que o extra
to de rafzes nfo era infeccioso. Talvez as diferengas observadas se=~
jam devidas ao modo de extragdo do indculo ou a condigido de maturida-
de dos tecidos,

O conhecimento de que o VRS se distribui praticamente na mesma
concentragao em todos os tecidos da planta, pelo menos nagueles madu~
ros, permite que se conclua que, em testes diagndsticos, uma pequena
amostra de qualquer tecido seja bastante representativa de toda a tou
ceira, Levantamentos de campo em canaviais e em viveiros de mudas, e
indexagao de plantas matrizes sadias, ambos por meio de testes diag-
ndsticos no capim-elefante, vém sendo realizados partindo-se daquela
premissa, com bons resultados,

Os resultados dos levantamentos para determinacgao da incidéncia
do VRS nos canaviais do Estado_estao confirmando a suposigao de que
esse virus esta largamente disseminado e deve, portanto, ser respon-
savel por elevadas perdas anuais na produgao, IEm viveiros de muda ve
rificou~se que, mesmo naqueles formados com toletes tratados termica~
mente, o grau de infecgio pelo VRS & relati&amente alto, e mais alto
ainde no viveiros de segunda ou ordens superiores de multiplicacgao do
material originalmente tratado termicamente. Como consequéncia, os
canaviais sd podem mesmo apresentar as elevadas incidéncias do VRS
que vém sendo constatadas,

Realizagao de tratamento térmico sem o devido cuidado em seguir

. s . 3
as exatas condiges recomendadas ou tanques de mas condiges técnicas
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podem ser os fatores re3ponséﬁeis pela baixa eficiéncia na eliminacao
do virus. A eliminacfo dessas falhas e aadogio de um programa de re-
tratamento anual de cana tratada no ano anterior (STEINDL, 19613 CHU
et al., 1959) sao medidas que balvez conduzam a um melhor controle da
moléstia. Contudo, € de se supor que a completa eliminacdo do virus
desses materiais de plantio dificilmente seria conseguida, visto que,
ests constatado que o tratamento térmico, mesmo executado nas melho-
res condigdes possiveis, nfo € de total eficidncia (STEINDL, 19553
1961; HUGHES et al., 1964; LOPEZ-ROSA & ADSUAR, 1970), Em consequén-
cia, apds algumas multiplicagbes clonais de cana tratada, & incidén~
cia do virus volta a niveis mais altos, devido & disseminacao mecini=~
ca que ocorre, nas fases de multiplicacgdo, a partir das plantas que
restaram doentes,

Ume medida de controle que merece investigagdo € a indexagdo a-
nual de plantas sadias e multiplicacao cuidadosa das mesmas, formando,
assim, viveiros de cana total e comprovadamente sadia., Um programa
como esse poderia ser conduzido no dmbito de uma estagao distribuido-
ra de mudas que entao poderia realmente assegurar a boa sanidade das
mesmas. O tratamento térmico seria, entfo, restringido para uso espo
radico e em pequena escala, quando por alguma razao se fizer neces=
sario,

As canas infetadas dos viveiros de cana recém tratada texmicamen
tey, ou dos primeiros clones destas, apresentaram sucos pouco infecti~
VoS, em comparagao com sucos de canas infetadas de canaviais, as
quais, ou nunca sofreram tratamento térmico, ou tinham sido tratadas
ha muito temypo, Alén disso, em lotes recém tratados termicamente, foi
praticamente imposs{vel a visualizagdo de sintomas internos em colmos
infetados., Tais fatos sfo sugestivos de que as canas que restam doen-
tes apds o tratamento térmico apresentam baixa concentragido do v{rus,
ou nelas persistem estirpes menos infectivas e que provocam sintomas
mais fracos, tanto na cana como no capim~elefante, A possibilidade
da ocorréncia de estirpes com base em evidéneias sintomatoldgicas foi
aventada por HUGHES & STEINDL (1955) pela primeira vez. SCHEXNAYDER
(1956) afimmou que haveria a possibilidade da existéncia de variantes
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do agente causal do ragquitismo-da-soqueira, diferindo em abilidade na
producdo de sintomas e na tolerdncia ao tratamento térmico, WANG
(1968) selecionando e estudando tipos que provocaram sintomas de colo
ragoes diferentes concluiu que em Taiwan ocorrem trés estirpes do VRS,

llos estudos quanto & realizacao de levantamentos de campo em ca
naviais, verificou-se que, dentre os diversos cultivares estudados, a
penas o IAC 50/134 apresentou alta correlagao entre ausencia de sinto
mas internos de nds maduros e negatividade no teste do capim-elefan-
te, Os cultivares CB 41/76 e CB 49/260, apesar de terem apresentado
correlacao entre presenca de sintomas internos na cana e positividade
do teste no capim-elefante, nao apresentaram dados coincidentes entre
os dois tipos de diagnose, no caso dos colmos sem sintomas, Portan-
to, para a realizacao de levantamentos em canaviais, apds estudos ppé
vios como estes que foram realizados, pode-se basear-se apenas na vi-
sualizacao dos sintomas na cana quando o cultivar tiver comportamento
semelhante ao IAC 50/134. Em cultivares que se comportarem como os
outros dois citados, hd necessidade de teste diagndstico adicional
com os colmos que nio manifestarem sintomas, O mesmo se aplica para
os casos de colmos com infecgdo por outros patdgenos, pois, nestes ca
sos, as descoloracgoes vasculares podem nao estar relacionadas com o
VRS. Obviamente, em variedades nas quais f8r diffcil a visualizagao
de sintomas, exige-se a realizacio de testes diagndsticos em todos os
colmos,

Em levantenmentos de viveiros oriundos de toletes tratados termi
camente, ou nos obtidos por multiplicacao sucessiva daqueles, por ou-
tro lado, exige-se a realizacdo do teste diagndstico em qualquer cul-
tivar. Verificou-se que, mesmo em cultivares que normalmente manifes
tanm sintomas nitidos, a visualizagao de sintomas em colmos de plantas
infetadas desses viveiros & quase sempre imposs{vel, talvez devido as
razoes discutidas anteriormente,

Visando a obtengao de plantas matrizes sadias dos principais
cultivares, vem sendo realizado um trabalho de indexagdo de plantas,
pois que, no caso do raquitismo-da-soqueira, nao é possivel identifi-

car, por simples observagao visual, as plantas sadias ou doentes, con
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forme ja foi dito. Alguns testes realizados indicam gque a indexacao
pode ser realizada eficientemente com extratos de bainhas foliares.,
Esse conhecimento ¢ util pois que, na indexag@o, quando se pretender
testar a mesma planta duas a 3 vezes subsequentemente a intervalos, as
amostras poderao ser as bainhas, em vez dos colmos, A retirada de uma
amostra de colmo em geral implica numa operagao de corte, a qual cons-
tituiria uma possibilidade de contaminagdo da planta em indexagao, a-
lém de ocasionar a eliminacio de alguns colmos de extremo valor. Além
disso, ha possibilidade de se compor as amostras com bainhas de varios
colmos da mesma touceira, o que proporciona uma melhor amostragem da

planta em indexagao,



- 65 -

VI. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem as conclusoes

abaixo expostas,

1.

2,

3.

ey

As gramineas Echinockloa colonum, Panicum antidotale, P. maximum,

Pennisetum purpureum, Sorghum bicolor e S, halepense sio hospedei-

ras do VRS que manifestam sintomas internos. P. antidotale e P,

purpureum sdo duas novas hospedeiras, O VRS persiste em P, maximum
e em S, bicolor pelo menos por 3 ciclos vegetativos, apesar de em

baixa concentracido no primeiro, e persiste em P, antidotale pslo

menos por 4 ciclos, em alta concentragao.

0 capim-elefante (P, purpureum) foi a planta mais apropriads para

uso como indicadors, pelas seguintes caracteristicass alta susce-
tibilidade ao VRS, facilidade de manejo, rapidez na manifestacao
de sintomas e conspicuidade destes, Foram notadas as seguintes
vantagens do capim-elefante como plante indicadora do VRS, em rela
¢ho as indicadoras de cana usuaiss (&) manifestacio de sintomas
mais consP{cuos, mais rapidamentes (b) possibilidade de realizacao
de maior nimero de testes num determinado per{odo; (c) planta de
mais facil manejo; (d) planta de facil obtengao por sementes, sen-
do fécil, portanto, a obtencio de clones livres de virus para os
testes,

Para o uso do capim-elefante como planta~indicadora a seguinte me-
todologia se mostrou apropriadas (a) emprego dos cultivares Mer-
ker, Napler e Porto Rico comé indicadores; (b) obtengao das plan-
tas-teste por meio de estacas de dois nds, plantadas em enterrio
parcial; (c) formagao das plantas-teste e realizagio dos testes
tanto em casa de vegetag&o como a0 ar livres (d) inoculag&o das
plantas-teste cortando-se o cartucho foliar e aplicando simultinea
mente o indculo na superficie do corte, 15 a 40 dias apds o plan-
tio das estacas (minimo de 2 a 4 plantas por indculo); (e) exame
interno das plantas-teste de 20 a 30 dias apéé a inoculacdo,
Indculos do VRS dilufdos a aproximadamente 13625.000 ainda sfo in-
fecciosos. A temperatura final de inativagdo do VRS se situa entre

60 a 659C, A longevidade in vitro do VRS, presente em garapa de
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colmos maduros de cana & de no minimo 81 dias. 4 temperatura ambiente
(18 a 292C) e a 52C houve queda da atividade nesse per{odo, isto ndo
ocorrendo a =152C. In vivo, em colmos maduros de cana, o VRS mantén a
infecciosidade enquanto esses colmos estiverem com bom estado de con~
servagho: a temperatura ambiente e a 52C esse tempo é de aproximada-
mente 30 dias; em congelador, os colmos se mantém em boas condigoes
para testes diagnééticos por mais de 125 dias,.

Para determinar a incidéncia do VRS em lotes de cana obtidos de tole-
tes tratados termicamente, ou nos primeiros clones deles, & indispen-
savel a realizagao de testes diagndsticos como o do capim-elefante,
pois que, foi verificado que ¢ bastante dificil a observagao de sinto
mas internos nas canas infetadas desses lotes. Em canaviais, por ou-
tro lado, a realizag&o de testes diégnésticos podem ser reservados a=
penas para amostras (colmos maduros) nas quais nfo se conseguiu visua
lizar os sintomas internos, desde que estes estejam devidamente carac
terizados no cultivar em questao.

Em viveiros obtidos de toletes tratados termicamente, de propriedades
canavieiras, foram constatados niveis de incidénecia do VRS de 10 a
80%, mostrando que os tratamentos térmicos nfo apresentaram a eficién
cia desejada.

O VRS esta largamente disseminado nos canaviais do Estado, com niveis
de incidéncia da ordem de 50 a 100% na maioria deles,

Na indexacao de plantas de cana, para eleigao de plantas matrizes i-

sentas do VRS, é recomendavel o_teste diagndstico do capim-elefante,



- 67 -

VII. RESUMO

Poi desenvolvida uma técnica de diagnose do raquitismo-da-so-

queira de canaude—agﬁcar utilizando o capim-elefante (Pennisetum pur-—

pureum Schum,) como planta~indicadora. Subsequentemente, com o auxi-
lio desta téenica de diagnose, foram realizados alguns estudos sobre

as propriedades fisicas do virus do raguitismo-da~sogueira (VRS), so-
bre a relagido virus-hospedeiras e sobre a incidénecia da doenga em vi-
veiros e plantagles de cana do Estado.

Em relagao aos cultivares de cana utilizados como indicadores,
o capim-elefante apresentou as seguintes vantagens:s manifestacao de
sintomas mais conspfcuos, em tempo relativamente curto (20 a 30 dias),
possibilitando, consequentemente, realizagado de maior mimero de tesw
tes num detemminado perfodo; é de manejo mais facil; € facilmente ob-
+tido a partir de semsntes, sendo, portanto, ficil a obtenglo de plan-
tas livres do virus para os testes,

Realizando-se testes comparativos entre diferentes ecultivares
de capim-elefante, métodos de inoculagdo, tipo de plantas, ete,, re-
sultou no seguinte prozedimento, em uso neste departamento para a
diagnose do raguitismo-da-soqueiras (a) utilizagao dos cultivares
Merker, Napier e Porto Rico; (b) obtengdo das plantas-teste por meio
de estacas de dois nés, enterrando-as apenas na parte do né inferior,
cuja gema foi retirada previamente; (¢) condugao das plantas<teste
tanto em casa de vegetagdo como ao ar livre; (d) realizagao da inocu-
lagfe cortando-se o cartucho foliar e aplicando simultineamente o iqé
culc nesse corte, 15 a 40 dias apds o plantio da estaca, utilizando-
-g& tm minimo de 2 a 4 plantas por indeulo; (e) exame interno das
planias-teste 20 a 30 dias apds a inoculago,

Gehinochloa colomm (L.) Link, Panicum antidolate Retz,, P, ma=-

ximum Jacq., Sorgtum bicolor Moench, e S. halepense (L.) Pers., sao
outras plantas que manifestaram sintomas interuos guondo infetadas pe
lo virus do raguitismo-da~sogueirag porém nao se mostraram tao boas

indicadoras como o capim-elefante. Em P, purpureum o virus raramente

persistiu por mais de um ciclo vegetativo; persistiu por trés ciclos
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vegetativos em P, maximum e em S, bicolor, apesar de em baixa concen-

tragdo na primeira; persistiu por 4 ciclos em P, antidotale, em alta

concentragio, com os sintomas também sendo nela mantidos,

En plantas~teste de capim~elefante foram estuwdadas algumas pro-
priedades fisicas do VRS, obtendo-se os seguintes resultados: (a) o
ponto final de diluigao se situou acima de 13625,0003 (b) a tempera-
tura final de inativacgdo se situou entre 60 a 652¢3; (c) a longevida~
de in vitro, a temperatura ambiente de laboratdrio (18 a 29eC) e a
520 foi superior a 8l dias, embora com decréscimo da infectividade,

A ~152C a infectividade se manteve praticamente inalterada por esse
perfodo; (d) a longevidade em estacas dependeu do estado de conserva
¢20 das mesmas, a infectividade do virus se mantendo enquanto se man~-
tiveram em bom estado, ou pelo menos por 125 dias em congelador,

Verificou~se qu2 a diagnose em campo do VRS, pelos sintomas in-
ternos de nds maduros em cana,é bastanbe falha, principalmente em lo-
tes obtidos de toletes tratados termicamente, ou em lotes clonais dese
tes; realizando-se testes diagndsticos em capim-elefante, grande por~
centagem de colmos sem sintomas provaram estax infetados,

Em levantamentos efetuados em canaviais de diferentes dreas do
Estado, com base em teste diagndostico no capim~elefante, constatou~se,
na maioria deles, nivel de infecgio pelo VRS entre 50 a 100 Em vi~
veiros owtidos de toletes tratados termicamente o nivel de infecgio
foi em geral de 10 a 30%, mas algons apresentaram de 30 a 80 de in-
fecgaos a maloria dos viveiros prontos para plentio de canaviais apre
senton. uivel de infecgdo superio£ a 50%,

A indexagio de plantas de cana, para selegio de matrizes sadias,
por meio do teste diagndstico do capim~elefante, mostrou-se eficiente

e relativamente de facil emprego,
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VIII. SUMMARY

RATOON STUNTING DISEASE OF SUGARCANEs ITS DIAGNOSIS
AND STUDIES ON THE CAUSAL AGENT

A technique to diagnose the ratoon stunting disease of sugar-

cane using elephant-grass (Pennisetum purpureum Schum,) as indicator

plant was developed. Subsequently, with the aid of this technique,
some studies on the properties of the ratoon stunting virus (RSV),
virus-host relationships, and incidence of the disease in nurseries
and sugarcane plantations were carried out,

Elephant-grass presented as an indicator plant for RSV, the fol
lowing advantages over former test plants (sugarcane cultivars)s deve
lomment of very conspicuous symptoms within short period (20 to 30
days after inoculation); plants of a smaller size, easy to handlej
facility to obtain seedlings,

Comparative tests using different elephant-grass cultivars, me-
thods of inoculation, type of plants, etc., resulted in the following
procedure, which has been routinely used in this laboratory for diag-
nosis of ratoon stunting diseases (a) use of the cultivars Merker,
Napier, and Puerto Rico of elephant-grass, as indicator plants; (b)
raising the test plants from cuttings, potted as two-eye uprights;
(c) growing test plants either in greenhouse or outdoors; (d) inocu~
lation of each inoculum on 2-4 plants, 15-40 days after potting; (e)
inoculation wade with a blade, previously dipped into the inoculum,
by cubting the spindle leaves; (f) reading of internal symptoms 20-
-30 days after inoculation,

Although less suitable as indicator plants when compared with

elephant-grass, Echinochloa colonum (L.,) Link, Panicum antidotale

Retz,, P, maximum Jacq., Sorghum bicolor Moench. and S, halepense (L.)

Pers, also showed internal symptoms following inoculation with RSV,

In P, purpureum, RSV rarely persisted for more than one vegeta=

tive cycle, while in P, maximum and in S. bicolor, it persisted for

at least three cycles, In P. antidotale RSV persisted in high concen
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tration at least for 4 cycles, always inducing symptoms,

Physical propertics of RSV as determined on elephant-grass test
plant, were as follows: (a) virus was still infective after diluting
the juice of infected sugarcane cuttings to 1:625,000, with distilled
water; (b) some infectivity of RSV was retained in juice heated for
10 min, at 602G, but none at 659C; (c¢) longevity in vitro was up to
8l days either storing the infective juice at 52C or at room tempera-
ture; when stored at -152C, the inoculum did not lose the initial
infectivity while the test lasted (81 days); (d) in cuttings, infec~
tivity of the virus was correlated with their preservation; in cut-
tings stored in a freezer (-152C), virus infectivity was still preseut
after 125 days.

Field diagnosis of ratoon stunting disease based on the obser-
vation of the discoloration in mature nodes of sugarcane failed in
many instances, specially in nurseries of hot water treated cuttings,
or in nurseries from the first multiplication of those ecanes, The
diagnostic test of elephant-grass revealed that many stalks without
symptoms, from such nurseries, were indeed infected with RSV,

Surveys undertaken in commercial sugarcane platations in sevexal
different areas of S, Paulo State, with the aid of the elephant-~grass
as indicator plant, indicated that the level of RSV infection was 50~
~100% in most of them, In nurseries formed with hot water treated
cuttings, or in nurseries of their first progeny, infection were gene~
rally lower « 10-30%, but in some cases it could reach 80%, In most
‘nurseries ready 1o be used in commercial plantations, up to 50% of
e plants were already infected with RSV,

Indexation of sugarcane plants, to select healthy stocks, by
the use of elephant-grass as an indicator plant, is relatively simple

and efficient.,
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Apéndice 1, Lista das gramineas hospedeiras do VRS citadas na

literatura
Gramineas Referéncia
Brachiaria miliiformis (Presl,) Chase Steindl, 1957,
B, mutica (Forsk.,) Stapf. id,
Chloris gayana Kuath, id.
Cynodon dactylon (L.) Pers. id,
Echinochloa colonum (L,) Pers., id,
Imperata cylindrica (L.) Beauv. id,
Panicum maximum Jacq., id.
Bhynchelitrum repens (Willd,) Hubb, id,
Sorghum halspense (L,) Pers, Steib & Forbes, 1957.
Sorgo (l) Steindl, 1955;
Wehlburg, 1956,
Sorgo sudanense (2) Steindl, 1955,
S. verticilliflorum Stapf, Steindl, 1957.
Sporobolus capensis {(Willd,) Kunth, id,
Zea mays L. Steindl, 19553

Steib & Forbes, 1957.

(l) Citado como sorgo, simplesménte, e como Sorghum vulgare, respec-
tivamente, pelos dois autores,

(2) Citado como 'sweet sudan grass',
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utilizadas nos estudos relatados no presente trabalho

. g . .
Lista das gramineas, com as respectivas origens,

Espécies, cultivares, linhagens Origem(l)
Cenchrus echinatus L. sec.csceccsssecccccsossevesssssse ColaCo
Chloris gayana Kunth. var, AlegO se«eececsecscrssnseese LAC, SCS
Echinochloa colonum (L.) Link sveseceecscsocecoccssases C.E.Co
Melinis minutiflora BeaUV. esececcscecsvvccoeoscsscaase C.E.C,
Oryza sativa L. cvs. Berlin, Pandhori, Taiwan ne 721,

Jujutlay B, Go N2 79 vecosecscevencncansacsssvass UeS.D,A,

IAC 120, IAC 435, IAC 1246, IAC 5032, IAC 5100,

IAC 5544, BatatalS saeecaccscseovrssoeacsaccsosses LAC, SC
Panicum antidofale RetZs eececesececesecasosanssoccocae IAC, SCS
P, maximum Jacq. ovs, Capim de bufalo, Capim guiné,

Capim privilégio, Capim sempre-verde sasesooors.. LAC, SCS

I8N0Tad0 ssesasovsoccoscsooscsescesssosssscssssos  CelaCa

C.E.C.
P, fasciculatum Willd, ssececcecscecscseccecescceosrsees LAC, SCS
Pennisetun purpureunm Schum, cvs, Merker, Napler,

Napier x Merker, 29722 x Millet 16 w.eoescescoses IAC, SCS

Porto Rico, Ignorado I sccegesecccoccresacaneseea CoBaCe

Ignorado I esevcosossvsvscsesvscnsssacesceanonons Copersﬁcar
Rynchelytrum roseum (Nees.) Stapf. et Hubb. esesecescses C,E.C,
Sorghum bicolor Moench., cvs. Catanduva, Dex Dwarf,

Jenily Redbiney 883 socsssssaomppovsonssnsnsaxgsss LAC, SV

A, Red imber(9l), Atlas(34), B, Leoti(47),

Dwarf Shallu(l54), Formosa(30481), Mac Lean(95),

Straightneck(107), Sumac(76) eoeeeeaesaceaseassse ILAC, SG
S. hapelense (Li,) PerS. sosecesesoscossassercoscssncssa CoB,C,

(continua)



(continuacao)

Zea mays L. cvs, Bolita 4557, Caigang Parans III, Ca-
nério, Cateto, Cateto Arg. Urug., Chapalote,
Cristal Comp., Dente Paulista, Entrelacado,
G Francesa, Hickory King, Lenha, Moroti Parag.,
Nal~Tel, Olotillo, Pipoca Pontuda, Pipoca Redon-
da, Reventador, Tabloncillo, Tehua, Tepecintle,
Urug, III, Zapalote Grande sceseecescccecncscesne ESALQ, IG
cvs. Asteca © 94~902 seecrearcscsecrocccconccans IAC, SC
Linhagens Ip 291, Ip 400, Ip 661, Ip 701,
Ip 714, Ip 723, Ip 735, Ip 785, Ip 965,
Ip 1184, Ip 1268, IA 606 B, IA 2051, IA 2725,
IA 2779, Perto Rico 3D, Porto Rico 19D, Cuba,
11-J, Cuba 312-219, M 318~3i, Trinidade 3D ..... IAC, SC

(l) C.E.C. = Centro Experimental de Campinas, Instituto A rondmico,
Campinas; IAC, SCS = Instituto Asrondmico, Segao de Conservacao
do Solo; U,S,D.A, = Departamento de Agricultura dos Estados
Unidosy IAC, SC = Instituto Agrondmico, Secdo de Cereais; Coperx
sicar = Estacio Experimental de Cana da Cooperativa Central dos
Produtores de Agucar e £Llcool do Estado de Sdo Paulo, Sertdozinho,
SP; IAC, SV = Instituto Agrondmico, Segao de Virologia; IAC, SG=
Instituto Agrondmico, Secho de Genética g ESALQ, IG = Escola Supe=
rior de Agricultura "Iuiz de Queiroz", Instituto de Genética,





