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SILVA, P.C. CAPÍTULO 1: REAÇÃO DE GENÓTIPOS DE CANA-DE-AÇÚCAR 
AO SPORISORIUM SCITAMINEUM 2016. Trabalho de Conclusão de Curso 
(Graduação em Biotecnologia) – Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados/ 
MS. 

 

RESUMO 

A cana-de-açúcar, Saccharum officinarum, é um dos principais produtos agrícolas do 
Brasil. O país ocupa o primeiro lugar no ranking mundial de produção e exportação de 
açúcar e etanol, sendo Mato Grosso do Sul um dos grandes produtores. O carvão é uma 
das doenças mais importantes da cultura, podendo causar perdas de até 100% da 
produtividade. Uma das formas de evitar os danos causados pelo fungo Sporisorium 
scitamineum na cana-de-açúcar, pode ser dada pela adoção de cultivares 
tolerantes/resistentes. Isto pode ser alcançado por meio de programas de melhoramento 
genético, utilizando técnicas de inoculação e avaliação da doença sob os genótipos. 
Neste aspecto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de quantificar a doença do 
Sporisorium Scitamineum em um clone e duas variedades de cana-de-açúcar e estimar 
sobre a tolerância/resistência ao patógeno. O experimento foi conduzido em 
delineamento de blocos casualizados, com quatro repetições, em área da fazenda 
experimental da UFGD, no período de 2015/2016 em Dourados/MS. Foi realizada a 
inoculação de uma suspensão de teliósporos de Sporisorium scitamineum em 4 
genótipos de cana-de-açúcar, com reações diferentes ao carvão. Foram avaliadas as 
características: número total de touceiras (NTT), número total de perfilhos (NTP), 
número de plantas doentes (NPD) e número total de chicotes (NTC). Os dados foram 
analisados em blocos ao acaso com medidas repetidas no tempo. O resultado das 
quantificações do carvão entre os genótipos da cana-de-açúcar, não foram significativos 
para os caracteres de número de plantas doentes (NPD) e número total de chicotes 
(NTC). No entanto, por meio das médias e representações gráficas, foi possível verificar 
que a incidência do fungo variou entre os genótipos. A variedade A considerada de 
reação desconhecida ao carvão, apresentou valores médios de incidência de plantas 
doentes similares ao do clone A e da variedade B, considerados de reação susceptível ao 
patógeno Sporisorium scitamineum. A variedade C não apresentou sintomas da doença 
mesmo diante da inoculação do patógeno, confirmando a sua reação de resistência. 
 
Palavras-chave: Saccharum officinarum L.; Sporisorium scitamineum; Inoculação.
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CAPÍTULO 1. REAÇÃO DE GENÓTIPOS DE CANA- DE-AÇÚCAR EM 

RESPOSTA AO SPORISORIUM SCITAMINEUM 

 
1 - INTRODUÇÃO 

 
 O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-açúcar (Saccharum officinarum 

L.) e o Estado de Mato Grosso do Sul ocupa a 4ª posição no ranking nacional. A cultura 

tem um papel importante na economia do estado, devido aos diversos fins a que se 

destina, sendo os principais a produção de açúcar e álcool, gerando um alto índice de 

empregos e renda. Da área cultivada com cana-de-açúcar no Brasil, 9.004,5 milhões ha, 

7,4% (668,3 mil hectares), estão plantadas no Mato Grosso do Sul, representando 6,8% 

da produtividade nacional (CONAB, 2015).  

 Grande parte do sucesso da cultura no país deve-se as condições climáticas 

favoráveis e aos Programas de Melhoramento Genético (PMG), que selecionam 

genótipos com alto desempenho agronômico e industrial. Dentre as características 

desejadas desses genótipos, destaca-se a resistência a doenças.  

 Uma das principais doenças da cana-de-açúcar o carvão, é causada pelo 

patógeno Sporisorium scitamineum, que parasita os tecidos meristemáticos da planta. A 

doença é de fácil identificação a campo, pois ocasiona a transformação do meristema 

apical, apresentando uma estrutura conhecida como chicote, constituído por teliósporos 

unicelulares e dicarióticos. Apesar de ser de fácil reconhecimento, o patógeno apresenta 

período de incubação tardio, surgindo os chicotes em torno de 2 à 4 meses de idade, 

com o pico entre 6 à 7 meses, dificultando a diagnose precoce da doença. O carvão da 

cana-de-açúcar provoca a redução dos perfilhos industrializáveis e perdas do teor de 

sacarose, acarretando severos danos na produtividade, podendo levar a perdas de até 

100% em variedades suscetíveis.  

 Uma das formas de evitar os danos causados por esse patógeno pode ser dada 

por meio de cultivares tolerantes/resistentes, que podem ser obtidas em programas de 

melhoramento genético. Aos quais realizam testes de inoculações do fungo Sporisorium  

scitamineum para identificar a reação do genótipo sob a doença. 

 Diante do exposto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a 

reação de um clone e três variedades ao patógeno Sporisorium scitamineum. 
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2 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 - Aspectos gerais da cultura da cana-de-açúcar 

 A cana-de-açúcar (Saccharum sp.) é uma planta tropical pertencente à família 

das poáceas juntamente com os gêneros Zea e Sorghum capaz estocar sacarose nos 

colmos. A cana-de-açúcar moderna, complexo Saccharum, é considerada um híbrido 

entre duas ou mais espécies do gênero Saccharum (S. oficcinarum, S. spontaneum, S. 

barberi, S. sinense, S. edule e S. robustum) (CHEN & CHOU, 1993). Este, é constituído 

pelas espécies do gênero Saccharum (S. spontaneum (2n=40-128) e S. robustum 

(2n=60-205), Saccharum officinarum (2n=80), S. sinense (2n=81-124), S. barbieri 

(2n=111-120) e S. edule (2n=60-80)) e pelos gêneros relacionados filogeneticamente 

(Erianthus seção Ripidium; Sclerostachya; Narenga; e Miscanthus seção Diandra) 

(DANIELS & ROACH, 1987). 

 A cana-de-açúcar teve como centro de origem a região leste da Indonésia e Nova 

Guiné e ao longo de muitos séculos, se disseminou para várias ilhas do sul do Oceano 

Pacífico, Indochina, Arquipélago da Malásia e Bengala, aparecendo como planta 

produtora de açúcar na Índia tropical. Os Persas foram os primeiros a desenvolver 

técnicas de produção do açúcar, estabelecendo as rotas entre os países asiáticos e 

africanos (DELGADO &AZEVEDO, 1977). 

 A trajetória da cana-de-açúcar para o Brasil iniciou-se na metade do século XVI, 

com Martin Afonso de Souza que a trouxe para a Capitania de São Vicente (CASTRO 

& KLUGE, 2001). Os primeiros três séculos do cultivo de cana-de-açúcar no Brasil 

ficaram conhecidos como “ciclo da Creola”, devido ao predomínio desta variedade, 

sendo substituída mais tarde pela Caiana, mais rica e produtiva (MIOCQUE & 

MACHADO JR, 1977). No Brasil, o plantio comercial da cana-de-açúcar iniciou-se em 

São Paulo, no ano de 1522. A partir de então a cultura se difundiu por diversas regiões 

brasileiras, concentrando-se na região Centro-sul, composta pelos estados da região 

Sudeste, Centro-oeste e Sul (MOZAMBANI et al., 2006). 

 A cultura da cana-de-açúcar apresenta grande importância no agronegócio 

brasileiro, com mais de 970 mil empregos diretos e indiretos. O valor bruto 

movimentado pela cadeia sucroenergética supera US$ 100 bilhões, com um produto 

interno bruto (PIB) de aproximadamente US$ 43 bilhões, montante equivalente a cerca 

de 2% do PIB brasileiro (ÚNICA, 2015). 

 O estado do Mato Grosso do Sul, apresentou uma produção acumulada de 

45.587,6 mil toneladas de cana-de-açúcar na safra 2015/2016, gerando em torno de 30 
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mil empregos por meio do setor sucroenegético. No qual levou estimulo a economia, 

principalmente nos pequenos municípios, trazendo um impulso significativo no 

desenvolvimento do estado (BIOSUL, 2016).  

  Para continuar a expansão e atender a demanda pelos produtos derivados da 

cana-de-açúcar, o setor canavieiro precisa amenizar e/ou eliminar os principais fatores 

que provocam quedas na produtividade dos canaviais, como os problemas 

fitossanitários que frequentemente perturbam o sistema. Estes, nos quais está incluído o 

fungo Sporisorium scitamineum, causando a doença conhecida como carvão da cana-de-

açúcar, que pode gerar perdas de até 60% da produção (IDEA, 2015).  

 O carvão é uma das principais doenças da cana-de-açúcar, visto que é 

considerado em todos os programas de melhoramento genético, tanto na seleção de 

genitores resistentes, como no comportamento das progênies (COMSTOCK & 

LENTINI, 2005). 

 O agente causal do carvão, Sporisorium scitamineum, pertence a divisão 

Basidiomycota, classe Ustomycetes, Ordem Ustilaginales, Família Ustilaginaceae 

(HAUKSWORTH et al, 1995). É um fungo dimórfico, variando entre uma fase haplóide 

e uma fase dicariótica (micelial).  Os teliósporos são unicelulares e dicarióticos, 

medindo 5,5 a 7,5µm de diâmetro, com pontuações na superfície (BIANCHINI et al., 

2005).  

 A infecção nas plantas é realizada por hifas dicarióticas através de tecidos não 

diferenciados da parte basal das gemas ou pela base das primeiras folhas emergentes 

(TOKESHI, 1985). 

 O principal sintoma da doença é a formação de uma estrutura constituída por 

teliósporos, que gera modificação no meristema apical do colmo (ápice do perfilho), 

conhecida como chicote, podendo apresentar tamanho variável, de alguns centímetros a 

mais de um metro de comprimento, (BIANCHINI et al., 2005). A estrutura é 

inicialmente coberta por uma película prateada que, ao romper-se, são facilmente 

disseminados pelo vento, liberando até 100 bilhões de teliósporos em 3 meses 

(WALLER, 1969). 

 

2.2 - Sporisorium scitamineum na cana-de-açúcar 

 A doença causada pelo patógeno Sporisorium scitamineum, teve seu primeiro 

relato na África do Sul em 1877, alastrando-se nas regiões canavieiras (FERREIRA; 
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COMSTOCK, 1989). Em 1940 foi detectado na Argentina, onde se iniciou a 

disseminação pela América (COMSTOCK et al, 1983). 

 A doença do carvão foi relatada no Brasil em 1946, no município de Assis no 

estado de São Paulo, propagando-se em diversas regiões. Na década de 80 ocorreu a 

maior epidemia registrada no país causando prejuízos enormes sobre a variedade NA56-

79, que ocupava cerca de 50% da área canavieira, registrando-se incidências de até 80% 

nas áreas comerciais (BERGAMIN et al., 1987; CASAGRANDE, 1998).  

 Os danos causados pelo fungo incidem tanto na produção quanto na perda da 

qualidade do caldo, que são provocados por um conjunto de fatores, que incluem: 

eliminação, redução no diâmetro e desenvolvimento dos colmos, redução dos perfilhos 

industrializáveis e perdas do teor de sacarose pelo aumento de fibra e consequente 

menor extração de açúcar (LEE-LOVICK, 1978; FERREIRA & COMSTOCK, 1989, 

CASAGRANDE, 1998). 

 O patógeno apresenta período de incubação tardio, surgindo os chicotes em 

torno de 2 à 4 meses de idade, com o pico entre 6 à 7 meses, dificultando a diagnose 

precoce da doença (TOKESHI, 1997).  

 Os danos causados pelo fungo Sporisorium scitamineum, são variáveis, mas 

podem causar perdas de até 100% em variedades suscetíveis. Estima-se que cada 1% de 

touceiras infectadas resulta em 0,89% de redução na produção de cana-de-açúcar. 

(CASAGRANDE, 1998).  

 

2.2.1 - Teste de resistência dos genótipos      

 Os programas de melhoramento genético da cana-de-açúcar tem utilizado 

inoculações artificiais para a avaliação da resistência das progênies. O método 

empregado deve ser escolhido criteriosamente considerando os objetivos de trabalho, 

podendo ser aplicada diferentes técnicas de inoculação. 

 As técnicas de inoculação de Sporisorium scitamineum variam de acordo com o 

objetivo que deseja ser alcançado. As mais comumente utilizadas em programas de 

melhoramento são as aspersões de teliósporos (COPERSUCAR, 1995; RAGO et al., 

2009), a imersão de toletes em suspensão de teliósporos (HIRSCHHORN, 1950, 

WHITENEAAD, 1967, CASAGRANDE, 1998), a imersão de toletes + vácuo 

(HIRSCHHORN, 1950; SANGUINO & TOKESHI, 1976; TOFFANO, 1977; DEAN, 

1982), a injeção de teliósporos nas gemas (WHITENEAAD, 1967; PEROS & 

BAUDIN, 1983), o pincelamento de pasta de teliósporos sobre as gemas com ou sem 
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ferimento (SRINIVASAN, 1969; LEU et al., 1970 e MATSUOKA et al., 1986) e a 

inoculação de “seedlings” (DUARTE, 1978; SILVA, 1978). 

 A idade da gema e a temperatura após a inoculação, são alguns dos fatores que 

merecem atenção, pois podem afetar os resultados de resistência. Waller (1970) 

verificou que quanto mais jovem é a gema, maior é sua suscetibilidade à penetração do 

Ustilago scitamineum. A temperatura promissora para a germinação dos teliósporos é 

de 17 a 35°C e para a produção de basidióporos de 23 a 32°C (COPERSUCAR, 1995; 

BERGAMIN et al., 1987).  As condições de clima e temperatura favoráveis são 

essenciais para a germinação do fungo Sporisorium scitamineum, propiciando a 

produção de hifas infectivas fundamentais na contaminação do hospedeiro 

(ALEXANDER & RAMAKRISHNAM, 1977).  

 

2.3 - Melhoramento de cana-de-açúcar 

 Os Programas de Melhoramento Genético (PMG) de cana-de-açúcar abastecem 

o agronegócio com novas variedades que, além de uma maior produtividade, conferem 

resistência às principais doenças (BERGAMIN et al., 1987; FERREIRA & 

COMSTOCK, 1989; TOKESHI & RAGO, 2005). A maioria dos PMG incorporam nos 

cruzamentos, genitores resistentes às doenças visando a obtenção de cultivares 

resistentes/tolerantes. Além disso, nas etapas de seleção de novas variedades são feitas 

avaliações a campo e em laboratório para testar o comportamento dos clones quanto a 

presença dos patógenos, entre eles os agentes causais da ferrugem e do carvão 

(BENDA, 1987; WALKER, 1987).  

 O desenvolvimento de uma cultivar de cana-de-açúcar é um processo que 

demanda muito tempo, são em média 12 anos de trabalho e recursos. O elevado nível de 

ploidia (2n = 100-130), a ocorrência de aneuploidia e a complexidade citogenética dos 

híbridos interespecíficos, combinado com a dificuldade de se obter controle na 

hibridação, tem limitado os estudos genéticos em cana-de-açúcar (GRIVET & 

ARRUDA, 2001). A maioria das características de interesse no melhoramento apresenta 

herança complexa, dificultando a seleção. 

 Outra questão bastante relevante em relação a cana é a avaliação de novas 

variedades quanto à adaptação a diferentes ambientes. Isso é importante para a 

recomendação das melhores variedades para as regiões mais aptas. Como a cana-de-

açúcar é originária em regiões tropicais de baixas latitudes entre 31 e 36,7ˈN, próximas 

ao Equador, seu florescimento ocorre com temperaturas entre 20 e 38ºC, com 
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fotoperíodo de dia curto, e umidade entre 80 e 85% (ROSSETTO, 2011). No Brasil, a 

atividade de hibridação tem sido desenvolvida em áreas litorâneas da Bahia e Alagoas, 

as quais oferecem condições climáticas favoráveis ao florescimento e à viabilidade dos 

grãos de pólen. 

 Em essência, a estratégia de melhoramento baseia-se na seleção e clonagem de 

genótipos superiores presentes em populações segregantes, que são obtidos através de 

cruzamentos sexuais entre indivíduos geneticamente divergentes (SOUZA, 2010). O 

planejamento dos cruzamentos é realizado adotando-se como critérios principais o grau 

de endogamia entre parentais; teor de açúcar; produtividade agrícola; resistência às 

principais doenças (carvão, mosaico, ferrugem, amarelinho e escaldadura); capacidade 

de brotação da soqueira; e hábito ereto de crescimento da touceira dos genitores 

(LANDELL et al., 2004). 

 Os cruzamentos podem ser realizados de diferentes maneiras, podendo ser 

biparentais, cujos cruzamentos são feitos usando-se dois genitores conhecidos, podendo 

algum deles ser usado exclusivamente como receptora de pólen; policruzamentos, onde 

um grande número de genótipos é intercruzado, colhem-se as sementes nas panículas de 

todos genitores envolvidos, a fonte de pólen não é identificada; e polinização livre, em 

que as sementes são colhidas em plantas com crescimento casual (Matsuoka et al., 

1999a; 1999b). 

 Após a obtenção das sementes, estas são germinadas e sofrem aclimatação, 

iniciando-se assim a primeira fase de seleção, conhecida como Fase T1. Em seguida, 

obtêm-se os clones para o plantio da Fase T2; nesta etapa, são realizadas novas 

avaliações em campo. Posteriormente, mais uma seleção é feita, originando a Fase T3. 

Nas fases T1, T2 e T3 a seleção é baseada na avaliação de caracteres morfológicos, 

florescimento, número de colmos e doenças, objetivando-se selecionar os clones 

superiores. A etapa seguinte recebe o nome de Fase de Multiplicação (FM), onde os 

novos clones selecionados são multiplicados para a Fase de Experimentação (FE); neste 

momento, o plantio é realizado em vários locais e os clones são avaliados em pelo 

menos três safras, possibilitando assim o estudo da interação progênie x ambiente, bem 

como verificando a adaptabilidade e estabilidade desses clones (MATSUOKA et al., 

2005; RIDESA, 2008). O conhecimento dos parâmetros genéticos dos caracteres 

também exerce grande influência na eficácia do processo seletivo. 

 A obtenção de estimativa de parâmetros genéticos e fenotípicos tais como 

herdabilidade, variância genotípica, coeficientes de variação genotípico e experimental 
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e índice de variação, tem grande importância em programas de melhoramento genético, 

pois possibilita a inferência sobre a natureza da ação dos genes envolvidos no controle 

dos caracteres. Além disso, avalia a eficiência de diferentes estratégias de 

melhoramento para obtenção de ganhos genéticos e manutenção de uma base genética 

adequada (CRUZ & CARNEIRO, 2003; HALLAUER & MIRANDA FILHO, 1988; 

VENCOVSKY & BARRIGA, 1992; VIANA et al., 2004). 

 

 

 

 

3 - MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 - Inoculação do fungo Sporisorium scitamineum e plantio da cana-de-açúcar 

 O experimento foi implantado em 24 de fevereiro de 2015 em casa de vegetação 

e em 10 de abril 2015 em campo, ambos na Fazenda Experimental de Ciências Agrárias 

(FAECA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). A fazenda esta 

situada no município de Dourados-MS, com coordenadas de ββº1γ’15’ de latitude Sul, 

54º48’β1’’de longitude Oeste e 4γ0 m de altitude.  

 Os dados metereológicos da fase em casa de vegetação e campo foram obtidos 

de acordo com a estação climatológica da Embrapa Agropecuária Oeste (CPAO) - 

Dourados/MS, no período de fevereiro à abril (Tabela 01) e setembro à janeiro (Figura 

1) de 2015/2016. 

 

  

Tabela 1. Dados meteorológicos obtidos de acordo com a estação climatológica da 

Embrapa Agropecuária Oeste (CPAO) – Dourados/MS, no período de fevereiro à abril 

de 2015. 

 

  

 Fevereiro Março Abril 

Precipitação (mm) 143 140 113,7 

Umidade Relativa Média Ar (%) 77 74 74 

Temperatura ºC  (Média) 25,1 24,8 23,2 
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 Duzentas gemas de 4 genótipos de cana-de-açúcar, sendo 1 clone e 3 variedades, 

com reações diferentes ao carvão (Tabela 2), foram dispostos em copos descartáveis de 

500mL contendo substrato (Figura 2). Os substratos foram compostos por areia grossa 

(30%) e terra de barranco (70%), sendo peneirados e misturados. 

 No plantio as gemas estavam com 9 meses de idade, e foram dispostas em copos 

descartáveis em casa de vegetação, realizando a inoculação de uma suspensão de 

teliósporos de Sporisorium scitamineum, na concentração de 9 x 1012 esporos mL-1 

(CASAGRANDE, 1998), sendo depositado 1mL da suspensão em cada gema (Figura 

2). Os teliósporos foram obtidos da coleta de 3 chicotes de carvão na (FAECA) e 

levados ao Centro de  Biotecnologia e Melhoramento de Cana-de-açúcar da UFGD, 

onde realizou-se a extração dos teliósporos por meio de raspagem, com o auxílio de 

uma lâmina de bisturi. A contagem dos teliósporos foi dada em câmara de Neubauer, e 

posteriormente os teliósporos foram suspensos em água. 

 

 

 

Figura 1. Climograma representativo dos dados meteorológicos coletados em campo segundo a estação 
climatológica da Embrapa Agropecuária Oeste (CPAO) de Dourado/MS, nos períodos de avaliações dos 
genótipos de setembro à janeiro de 2015/2016. 
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Tabela 2. Reação de resistência ao carvão de 4 genótipos de cana-de-açúcar, sendo, 

clone A: susceptível; variedade A: indefinida; variedade B: susceptível; variedade C: 

resistente. 

 
Após 45 dias em casa de vegetação (Figura 4), as plântulas de cana-de-açúcar 

foram transplantadas para o campo, sendo o solo do local do tipo Latossolo vermelho 

distroférrico (LVdf). O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso, sendo cada bloco 

constituído de 4 tratamentos (variedades e clones) e 4 repetições. As parcelas 

experimentais foram compostas de 4 sulcos com 5m de comprimento, com 1,5m entre 

fileiras e 0,5m entre plantas. Foram feitas duas linhas de bordadura, para reproduzir as 

condições dentro de um canavial comercial. A vegetação espontânea foi controlada por 

meio de capinas com enxada entre as linhas, quando as plantas infestantes se 

apresentaram com ± 5,0 cm de altura. 

 
 

Figura 2. Toletes de 4 genótipos de cana-de-açúcar em copos descartáveis com substrato, composto por 
areia grossa (30%) e terra de barranco (70%), em casa de vegetação da FAECA-UFGD. 

Genótipos Carvão 

Clone A Susceptível 

Variedade A Indefinida 

Variedade B Susceptível 

Variedade C Resistente 
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Figura 3. Inoculação de suspensão de teliósporos de Sporisorium scitamineum nas gemas de cana-de-
açúcar, em casa de vegetação da FAECA/UFGD.   

 

 

      

Figura 4. Plântulas de cana-de-açúcar com 45 dias após plantio, em casa de vegetação da FAECA-
UFGD. 
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3. 2 – Avaliações dos genótipos  
 

Após a implantação do experimento a campo, foram realizadas cinco avaliações, 

nos períodos de setembro de 2015 à janeiro de 2016, equivalendo ao tempo de 30, 60, 

90, 120 e 165 dias nas estimativas da progressão da doença. Nesses levantamentos as 

plantas que apresentavam sintomas da doença foram marcadas com uma fita colorida, 

sendo calculada a quantidade de chicotes e plantas doentes. 

As características morfo-agronômicas avaliadas foram: número total de touceiras 

(NTT), realizando a contagem do número de todas as touceiras de cana-de-açúcar nas 

linhas avaliadas; número total de perfilhos (NTP), contagem de todos os perfilhos 

contidos em cada touceira; número de plantas doentes (NPD), contagem de plantas que 

apresentaram o chicote (caracterizando a confirmação da doença do carvão na planta); e 

número total de chicotes (NTC), contagem do número de chicotes encontrados nas 

plantas doentes. As avaliações de contagem ocorreram nas plantas das duas linhas 

centrais em cada parcela. 

 

3.3 - Análises estatística  

 Os dados obtidos para número plantas doentes (NPD) e número total de chicotes 

(NTC) foram transformados de acordo com a função de arco seno √¯x+0,5, que é 

indicada como solução possível para tentar resolver o problema da falta de normalidade 

dos dados e/ou da heterocedasticidade (HOAGLIN et al., 1983; ZAR, 1999). Os dados 

foram convertidos para média das parcelas e realizou-se o teste de esfericidade de 

Mauchly. 

 O teste de medidas repetidas no tempo foi utilizado, pois tem como objetivo 

comparar as tendências dos tratamentos ao longo do tempo. A mesma evita que o erro 

experimental seja inflacionado pela correlação existente entre as observações de uma 

mesma unidade experimental, a análise obtém o erro, sem considerar a soma dos 

quadrados intraunidade experimental (NOBRE & SINGER, 2007). 

 Após, os dados foram submetidos à análise estatística em delineamento de 

blocos ao acaso com medidas repetidas no tempo, testando a variância (ANOVA, 

P<0,05) e ao teste de comparação de médias de Tukey. 

 Para realizar a análise de variância, ajustou-se o seguinte modelo matemático: 

Yijk = μ + i + τj + (g)ij + k + (g )jk + (τ )jk + eijk 

Em que: 
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μ: é a média geral inerente a todas as observações;  

i: é o efeito do i-ésimo bloco;  

gj: é o efeito do j-ésimo genótipo;   

(g)ij: é o efeito aleatório da interação do i-ésimo bloco com o j-ésimo genótipo, 

também descrito como erro associado às parcelas (erro “a”); 

k: é o efeito do k-ésimo tempo; 

( )ik: : é o efeito aleatório da interação do i-ésimo bloco com o k-ésimo tempo; 

(g )jk: é o efeito da interação entre o j-ésimo genótipo e o k-ésimo tempo; 

eijk: é o erro aleatório correspondente à ijk-ésima observação ou erro associado 

às subparcelas (erro “b”), assumido eijk ~i.i.d N (0, β ), o que corresponde a R = Σ = 

I 2. 

Todos os fatores do modelo estatístico foram considerados fixo. Os 

procedimentos estatísticos foram realizadas com o método Proc GLM da versão online 

do aplicativo Statistical Analysis System (SAS University Edition).  

A confecção dos gráficos foi realizada com o auxílio do programa 

computacional Sigma Plot 10.0 (2006). Os parâmetros genéticos foram estimados por 

meio das equações descritas por VENCOVSKY & BARRIGA (1992).  

 Coeficiente de variação experimental: 

CV =( √   /  ̂)x100 

 Onde: CV: coeficiente de variação, QMR: quadrado médio do resíduo (b),  ̂: 

média geral da característica. 

 Variância fenotípica entre médias dos genótipos: 

      ̂  = (    ⁄ )  

Onde:  ̂  : variância fenotípica, QMG: quadrado médio dos genótipos, r: repetições. 

 Variância genotípica entre médias dos genótipos:  ̂  = (        )/ r  

 Onde:  ̂  : variância genotípica, QMG: quadrado médio dos genótipos, QMR: 

quadrado médio do resíduo (a), r: repetições. 

 Variância ambiental entre médias dos genótipos:  ̂  = ( ̂   -   ̂  )   

 Onde:  ̂  = = variância ambiental,  ̂    variância fenotípica,  ̂  : variância 

genotípica.  

 Coeficiente de variação genética: 
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  ̂g= (√ ̂   / ̂)x100 

 

 Onde   ̂g: coeficiente de variação genética,  ̂  : variância genotípica, e  ̂: média 

geral da característica. 

 Coeficiente de variação ambiental:   ̂a= (√ ̂  /  ̂)x100 

 

 Onde   ̂a: coeficiente de variação ambiental,  ̂  : variância ambiental, e  ̂: 

média geral do caráter. 

 Herdabilidade genética no sentido amplo: 

h2 =  ̂   ̂  ⁄  

 Onde h2: herdabilidade,  ̂  ·: variância genotípica,  ̂  : variância fenotípica. 
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4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Por meio do resultado apresentado na Tabela 3, constata-se que o teste de 

Mauchly rejeitou a hipótese de esfericidade, o que implica que a matriz de covariâncias 

são divergente nas unidades estudadas, indicando que os resultados por parcelas 

subdivididas podem não ser confiáveis. O teste do qui ao quadrado foi significativo a o 

P-valor <0,05, portanto recomenda-se o uso de análise de medidas repetidas no tempo 

para o teste dos dados. 

 É comum, em ciências agrárias, que o teste de Mauchly rejeite a hipótese nula de 

esfericidade da matriz de covariância. Na pesquisa realizada por Freitas (2007), por 

exemplo, em um experimento em que se avaliou o efeito de distintos genótipos de cana 

de-açúcar, houve rejeição da hipótese nula de esfericidade da matriz de covariância da 

análise de variância considerada. 

 Por meio da análise de variância (Tabela 4), foi possível verificar que existem 

diferenças estatísticas para as fontes de variação tratamentos e tempo para as 

características de número total de touceiras (NTT) e número total de perfilhos (NTP) a 

5% de probabilidade, de acordo com o teste F. Para os caracteres de número de plantas 

doentes (NPD) e número total de chicotes (NTC), que se referiam a quantificação da 

doença, os tratamentos não foram significativos, não se diferindo estatisticamente. 

 

Tabela 3. Teste de esfericidade de Mauchly, para número total de touceiras (NTT), 

número de plantas doentes (NPD), número total de perfilhos (NTP) e número total de 

chicotes (NTC), em 4 genótipos de cana-de-açúcar no ano de 2015/2016 em Dourados-

MS. 

 

 

Característica 

Esfericidade de Mauchly. 

 

GL 

Critério de 

Mauchly 

Estatística do qui ao 

quadrado (     

 P- valor 

NTT 9 0,082 18,467 0,0030* 

NTP 9 0,023 27,923 0,0010* 

NPD 9 1,127E-14 238,199 <0,0001* 

NTC 9 0,148 14,156 0,0116* 

* - Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste do qui ao quadrado. 
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Tabela 4.  Resumo das análises de variância, para número total de touceiras (NTT), 

número total de perfilhos (NTP), número de plantas doentes (NPD), e número total de 

chicotes (NTC), em 4 genótipos de cana-de-açúcar no ano de 2015/2016 em Dourados 

MS. 

 

Fonte de variação 

Quadrados médios 

GL NTT NTP NPD NTC 

Bloco 3 35,545ns 1.640,900ns 0,590ns 3,791ns 

Genótipos 3 67,455* 16.916,400* 2,047ns 9,492ns 

Resíduo (a) 9 13,556 1.728,833 1,413 5,833 

Tempo 4 2,893* 1.577,656* 0,003ns 0,362ns 

Tempo x Bloco 12 0,202ns 213,181ns 0,015ns 0,267ns 

Tratamento x Tempo 

Resíduo (b) 

12 0,235ns 514,222* 0,004ns 0,253ns 

36 0,254 140,003 0,013 0,159 

Média Geral - 12,650 114,2500 1,125 3,687 

CV (%) - 3,984 10,356 10,134 10,813 
ns - Não significativo, * - Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de F. 

 A interação Tratamento x Tempo, foi significativa apenas para NTP, indicando 

que ao longo do tempo as cultivares não se comportaram de maneira coincidente em 

relação ao número de perfilhos. 

 Os coeficientes de variação (CVs), apresentaram valores entre 3% a 10%. 

Segundo Pimentel Gomes (2000), em experimentos de campo, se o coeficiente de 

variação for inferior a 10% considera-se o mesmo como baixo, ou seja, o experimento 

tem alta precisão, de 10% a 20% os CVs são considerados médios, implicando em boa 

precisão experimental. 

 Em relação aos parâmetros genéticos (Tabela 5), a variação genotípica foi 

superior a ambiental para o número total de touceiras (NTT) e número total de perfilhos 

(NTP), indicando que a maior contribuição na expressão fenotípica é devida ao genótipo 

e não ao ambiente. Sendo o inverso para número de plantas doentes (NPD) e número 

total de chicotes (NTC). 

 O conhecimento da variabilidade fenotípica, resultado da ação conjunta dos 

efeitos genéticos e de ambiente, é de grande importância para o melhorista na escolha 

dos métodos de melhoramento, dos locais para condução dos testes de rendimento e do 

número de repetições, e na predição nos ganhos de seleção (BORÉM, 2001). 
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Tabela 5. Estimativas das variâncias fenotípica ( ̂  ), variância de ambiente ( ̂  ), 

variância genética ( ̂  ), herdabilidade média no sentido amplo (h2
a), coeficiente de 

variação genético (  ̂g), coeficiente de variação ambiental (  ̂a), e a razão entre os 

coeficientes de variação genético e de ambiente (  ̂g/(  ̂a), obtidos para os 

componentes número total de touceiras (NTT), número total de perfilhos (NTP), 

número de plantas doentes (NPD) e número total de chicotes (NTC), em 4 genótipos de 

cana-de-açúcar no ano de 2015/2016 em Dourados-MS. 

 

 Para NTT e NTP as estimativas de herdabilidade (h2), foram superiores a 79%, 

indicando que essas características podem ser herdadas/repassadas aos seus 

descendentes na realização da seleção. A herdabilidade esta relacionada com o efeito da 

variância genética, quanto maior for o efeito genético na característica, maior será a sua 

herdabilidade. Para NPD e NTC os valores apresentarem-se em torno de 30% e 38%, 

respectivamente. A maior influência do ambiente sob o fenótipo pode ser o responsável 

pelas baixas estimativas de herdabilidade encontradas nas características (SKINNER et 

al., 1987; MATSUOKA et al., 2005). 

 A herdabilidade é um dos parâmetros genéticos que atribuem informativos para 

o trabalho do melhorista. Pois, fornece a proporção da variância genética presente na 

variância fenotípica total. Dessa forma, ela infere sobre a confiabilidade do valor 

fenotípico, usando como indicador a variância genética (RAMALHO et al., 1993). 

 A razão entre o coeficiente de variação genético e o coeficiente de variação 

experimental para NTT e NTP foram superiores a 1, contrastando com os dados de 

variância genotípica e da herdabilidade, pois valores próximo ou acima da unidade 

indicam maior contribuição genética na expressão fenotípica. Resende (2002a), enfatiza 

Parâmetros NTT NTP NPD NTC  ̂   16,86 4.229,10 0,51 2,37  ̂   3,39 432,21 0,36 1,04  ̂   13,47 3.796,89 0,15 0,91 

h2
a   (%) 79,91 89,78 30,00 38,51   ̂g (%) 29,01 53,93 34,42 25,86   ̂a (%) 14,55 18,19 53,33 27,65   ̂g /   ̂a 1,99 2,96 0,64 0,93 
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a importância de se ponderar a relação CVg/CVe, pois por meio da análise pode-se ter 

uma ideia real do comportamento de cada característica. 

 Segundo Morais et al. (1997), a estimação dos parâmetros genéticos é 

indispensável para obtenção de conhecimentos sobre a ação dos genes envolvidos na 

herança dos caracteres. Nos programas de melhoramento, a estimação de parâmetros 

genéticos tem sido amplamente estudada em diversas culturas, como nos trabalhos de 

Melo (2009); Melo (2006) e Silva et al. (2008) com cana-de-açúcar; Coimbra et al. 

(2002) com milho-pipoca; Gravina et al. (2003) com soja; Andrade & Miranda com 

milho (2008); Miranda et al. (2013) com eucalipto, entre outros. 

 O teste Tukey de comparações de médias, foi utilizado como um complemento 
ao teste F. Pois, permite identificar quais os tratamentos e as medidas de tempo que se 
diferiram. 
 No teste de Tukey para NTT (Tabela 6), o genótipo que apresentou o maior 

número médio de total de touceiras e perfilhos (Tabela 7) nos 5 tempos de avaliações 

foi o clone A, com as médias entre 14,75 a 16 touceiras e 152,50 a 159,50 perfilhos. A 

variedade A apresentou o menor número médio de NTT com 11 touceiras, porém a sua 

média de perfilhamento foi a segunda maior. 

 

Tabela 6. Comparação entre médias, para número total de touceiras (NTT), nos tempos 

de avaliações de 30, 60, 90, 12 0 e 165 dias, em 4 genótipos de cana-de-açúcar no ano 

de 2015/2016 em Dourados-MS. 

*Médias seguidas pela mesma letra nas não diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nível de 5% de 

probabilidade. Análise por colunas. 

 

  

     

  

 

NTT 

Tratamento 

Tempo 

30 60 90 120 165 

Clone A 11,50 b 11,75 a 11,50 ab 11,25 ab 11,25 a 

Variedade A 12,00 ab 11,50 a 11,25 b 11,00 ab 11,00 a 

Variedade B 13,50 ab 12,75 a 12,25 ab 12,00 ab 12,00 a 

Clone B 16,00 a 15,50 a 15,25 a 15,00 a 14,75 a 
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 Contudo, para os tempos de 60 e 165 dias, as médias para os números totais de 

touceiras (NTT) não foram significativas, ou seja, estatisticamente todos os tratamentos 

comportarem-se de forma iguais, as variações das médias ao longo do tempo podem ser 

melhor visualizadas por meio da representação gráfica (Figura 5).  

 Todos os genótipos ao longo do tempo para NTT apresentaram queda no número 

médio de touceiras nas duas linhas centrais das parcelas (Figura 5). A temperatura ótima 

para o desenvolvimento da cana-de-açúcar situa-se entre 22 a 30ºC, nos períodos de 

avaliação as médias de temperatura variaram de 21,8 a 25ºC com as precipitação entre 

104 a 224mm, sendo os maiores níveis nos períodos de 90 a 165 dias (161 a 224,4mm). 

Segundo Malavolta e Haag (1964) a alta umidade produz fermentação dos toletes, 

prejudicando a brotação das gemas. O excesso de água no solo pode afetar o sistema 

fisiológico da planta acarretando sua morte. 

 

 

 

Figura 5. Número médio do total de touceiras (NTT), de 4 genótipos de cana-de-açúcar, avaliados ao 
longo do tempo (30 a 165 dias). 
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Tabela 7. Comparação entre médias, para número total de perfilhos (NTP), nos tempos 

de avaliações de 30, 60, 90, 120 e 165 dias, em 4 genótipos de cana-de-açúcar no ano de 

2015/2016 em Dourados-MS. 

*Médias seguidas pela mesma letra nas não diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nível de 5% de 
probabilidade. Análise por coluna. 
 
 Os maiores picos de perfilhamentos ocorreram nos períodos de 60 a 90 dias 

(Figura 6). Na avaliação após os 90 dias, iniciou a queda do número de perfilhos. De 

acordo com Aude (1993), o número de perfilhos decresce em função da competição por 

luz, água e nutrientes. O perfilhamento de cada variedade resultará no número de gemas 

por metro e a brotação da soqueira de cada material genético. 

               

 

Figura 6. Número médio do total de perfilhos (NTP), de 4 genótipos de cana-de-açúcar, avaliados ao 
longo do tempo (30 a 165 dias). 

NTP 

Tratamento 

Tempo 

30 60 90 120 165 

Variedade C 68,77 b 117,50 a 92,25 b 86,75 b 87,00 b 

Variedade A 99,25 b 127,25 a 127,50 ab 115,50 ab 113,25 ab 

Variedade B 65,50 b 94,75 b 113,50 b 102,50 b 101,50 b 

Clone A 159,50 a 153,25 a 154,25 a 152,50 a 152,75 a 
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 Segundo Casagrande (1991) o perfilhamento aumenta até a temperatura máxima 

de 30 °C. Quanto aos fatores que afetam o perfilhamento, Câmara (1993), Alexander 

(1973) e Ripoli et al. (2006) mencionam a temperatura, umidade e aeração do solo, 

nutrientes e ventos. Quanto aos fatores bióticos, relatam a presença de pragas, doenças e 

competição com plantas invasoras. Quanto ao manejo, os autores Câmara (1993), 

Camargo (1976) e Segato et al. (2006) citam a adubação, manejo das plantas invasoras, 

espaçamento utilizado, época de corte e de plantio e profundidade de plantio. 

 De acordo com os autores Dillewijn (1952) e Ripoli et al.(2006), nem todos os 

perfilhos sobrevivem até o final do ciclo, sendo que além da brotação, o perfilho 

primário deve ter alta capacidade para captar a radiação solar. 

 Para comparação entre médias do número de plantas doentes (NPD) e número 

total de chicotes (NTC), os tratamentos não apresentaram diferenças estatísticas 

significativas entre as médias, sendo todos dispostos em uma mesma classe, no entanto 

o NPD variaram entre 0,70 na Variedade C até 1,40 na variedade B (Tabela 8).  Para o 

NTC as médias variaram em 0,70 na Variedade C até 2,62 para a variedade B (Tabela 

9). 

 

 

 
 
Figura 7. Representação gráfica para o número médio de plantas doentes (NPD), de 4 genótipos de cana-
de-açúcar, avaliados ao longo do tempo (30 à 165 dias). 
 
 
 
 



 

30 
 

 
 
 
Tabela 8. Comparação entre médias, para número de plantas doentes (NPD), nos 

tempos de avaliações de 30, 60, 90, 120 e 165 dias, em 4 genótipos de cana-de-açúcar 

no ano de 2015/2016 em Dourados-MS. 

*Médias seguidas pela mesma letra nas não diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nível de 5% de 
probabilidade. Análise por coluna. Dados originais de NPD e NTC apresentados sem transformação de 
arco seno √¯x+0,5. 
 
 
 A variedade A, foi o genótipo que apresentou o maior número médio de plantas 

doentes e a quantidade manteve-se constante ao longo do tempo (Gráfico 7). A 

Variedade C não apresentou sintomas da doença durante todas as avaliações, 

confirmando a reação de resistente ao carvão. A variedade A era considerada de reação 

desconhecida ao carvão, esta apresentou médias de NPD e NTC similares ao do clone A 

e a variedade B considerados susceptíveis a doença do carvão. Contudo, para se afirmar 

que se trata de uma variedade susceptível é necessário realizar outros ciclos de 

inoculações e avaliações do patógeno Sporisorium scitamineum. 

 Na representação gráfica para NTC (Figura 8), todos os tratamentos com 

exceção da Variedade C apresentaram picos na escala média para os chicotes. Com 

índices variando de 2 até 7,5, onde a variedade B apresentou o maior índice, sendo 

seguida pela variedade A com 6,5 e clone A com 5. Os maiores picos da doença, 

ocorreram no período de tempo entre 60 à 90 dias. O resultado de não significância 

pode ser explicada devido a soma dos quadrados médio, e a média geral entre os 

tratamentos (Tabela 4) para o NTP e NTC apresentarem valores baixos, inferindo estes 

sob o F calculado. 

 

 

 

NPD 

Tratamento 

Tempo 

30 60 90 120 165 

Variedade C 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 

Variedade A 1,35 a 1,35 a 1,35 a 1,35 a 1,40 a 

Variedade B 1,18 a 1,40 a 1,40 a 1,31 a 1,31 a 

Clone A 1,31 a 1,19 a 1,27 a 1,27 a 1,27 a 
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Figura 8. Representação gráfica para o número médio do total de chicotes (NTC), de 4 genótipos de 
cana-de-açúcar, avaliados ao longo do tempo (30 à 165 dias). 
  

 

  

 

Tabela 9. Comparação entre médias, para número total de chicotes (NTC), nos tempos 

de avaliações de 30, 60, 90, 120 e 165 dias, em 4 genótipos de cana-de-açúcar no ano de 

2015/2016 em Dourados-MS 

*Médias seguidas pela mesma letra nas não diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nível de 5% de 
probabilidade. Análise por coluna. Dados originais de NPD e NTC apresentados sem transformação de 
arco seno √¯x+0,5. 
  

NTC 

Tratamento 

Tempo 

30 60 90 120 165 

Variedade C 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 

Variedade A 1,41 a 2,15 a 2,15 a 2,15 a 1,93 a 

Variedade B 1,62 a 2,49 a 2,62 a 2,34 a 2,34 a 

Clone A 2,02 a 1,63 a 1,87 a 1,71 a 1,76 a 
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 Foi realizado o teste estatístico para as médias sem transformações no entanto, 

os valores também não apresentaram diferença estatística significativa. 

 Realizar outras possíveis transformações, por meio da raiz quadrada, arco seno 

da raiz quadrada ou logarítmica dos dados originais de NPD e NTC podem ser soluções 

presumíveis, para que se possa aferir a possível diferença significativa entre os 

tratamentos (HOAGLIN et al., 1983; ZAR, 1999). 

 
  

5 - CONCLUSÃO 

  Mesmo diante da inoculação do patógeno, a Variedade C não apresentou 

sintomas da doença, confirmando a sua reação de resistência ao carvão. A variedade A 

considerada de reação desconhecida ao patógeno apresentou valores médios de plantas 

doentes e número de chicotes similares ao do clone A e da variedade B, considerados de 

reação susceptível ao patógeno Sporisorium scitamineum.  
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RESUMO 

 Uma das principais doenças da cana-de-açúcar o carvão, é causada pelo fungo 
Sporisorium scitamineum, este com período de incubação longo, dificultando sua 
detecção precoce, podendo levar a perda de 100% da produtividade em genótipos 
susceptíveis. As técnicas de biologia molecular permitem a identificação e 
caracterização de genes de importância econômica, podendo ser empregada, por 
exemplo, na diagnose precoce de doenças, como do carvão, possibilitando fonte de 
informações relevantes em programas de melhoramento. Neste aspecto, este trabalho 
tem como objetivo otimizar um protocolo de extração de DNA do tecido foliar de cana-
de-açúcar baseado no método Dodecil Sulfato de Sódio (SDS), que possa ser 
empregado na diagnose precoce da presença do fungo Sporisorium scitamineum por 
técnicas moleculares. Para a otimização da metodologia da extração de DNA, foram 
realizadas extrações do DNA de tecido foliar de cana-de-açúcar, em duplicata, de 
acordo com o protocolo 1 e protocolo 2 com adaptações. O número de amostras 
extraídas e a qualidade do DNA segundo a metodologia 1, foi menos eficiente extraindo 
20% das amostras, com valor médio da quantificação do DNA de γ7,1βηg/μl, o 
protocolo 2 com adaptações possibilitou a extração de 66,66% das amostras, com valor 
médio da quantificação de 147,57ηg/μl. Adaptações no protocolo baseado no método 
Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) de Dellaporta et al. (1983), implicaram em resultados 
eficientes na extração de DNA do tecido foliar de cana-de-açúcar. Mostrando-se 
promissor para ser aplicado em estudos futuros de amplificação e caracterização 
molecular, podendo auxiliar na diagnose precoce de doenças como o carvão e sobre a 
susceptibilidade e tolerância/resistência das cultivares. 
 

Palavras-chave: Saccharum officinarum, biotecnolgia, DNA gênomico. 
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CAPÍTULO 2. OTIMIZAÇÃO DE PROTOCOLO DE EXTRAÇÃO DE DNA DE 

TECIDO FOLIAR DA CANA- DE-AÇÚCAR  

 

 

1 - INTRODUÇÃO 

  Uma dos patógenos mais importantes da cultura da cana-de-açúcar é 

Sporisorium scitamineum, que causa a doença do carvão. Este patógeno pode acarretar 

na redução de perfilhos industrializáveis e no teor de sacarose, ocasionando danos em 

torno de 80% em cultivares susceptíveis.  

 Os sintomas causados pelo S. scitamineum, aparecem em torno 2 à 4 meses de 

idade, com o pico entre 6 à 7 meses. Constituída por uma estrutura de teliósporos 

unicelulares e dicarióticos, que é conhecida como chicote, devido a sua forma. 

 Uma das formas de controle desta doença é por meio do uso de cultivares de 

cana-de-açúcar resistentes ao patógeno causador do carvão. As cultivares resistentes são  

normalmente obtidas em Programas de  Melhoramento de Plantas, que muitas vezes 

utilizam as técnicas de biologia molecular, como por exemplo na detecção precoce de 

doenças. 

 Para isto, são necessárias amostras de DNA genômico íntegro e em quantidade 

suficiente para análises, sendo essencial que se disponha de métodos de extração 

rápidos e eficientes na obtenção de DNA de boa qualidade. 

  Atualmente, encontram-se na literatura vários os métodos de extração utilizados 

na obtenção de DNA de cana-de-açúcar, como o de Keb-Llanes et al. (2002), e Doyle & 

Doyle (1990). Entretanto, problemas com contaminação por compostos fenólicos são 

comuns e podem dificultar os processos de amplificação do material genético alvo 

(SAHA et al., 1997).  

 Diante disso, o objetivo deste trabalho foi de otimizar um protocolo de extração 

de DNA do tecido foliar de cana-de-açúcar baseado no método Dodecil Sulfato de 

Sódio (SDS), que possa ser empregado na diagnose precoce do patógeno Sporisorium 

scitamineum . 
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2 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 - A biotecnologia e o uso de marcadores moleculares na cana-de-açúcar  

 A biotecnologia pode ser definida como um conjunto de técnicas de 

manipulação de sistemas biológicos, organismos ou derivados desses para produzir ou 

modificar produtos, processos e serviços específicos. Esse conceito amplo inclui 

metodologias que são utilizadas em grande escala na agricultura desde o início do 

século XX, como a cultura de tecidos, a fixação biológica de nitrogênio, o controle 

biológico de pragas, e mais recente o uso de técnicas moleculares (SILVEIRA et al., 

2005).  

 O genoma de cada indivíduo possui sequências específicas de nucleotídeos, que 

o diferencia dos demais, a análise molecular permite detectar variabilidade, como 

também determinar pontos de referência nos cromossomos, possibilitando assim, um 

aumento da eficiência da seleção precoce e/ou indireta em cana-de-açúcar (LANDELL 

& SILVA, 2004). 

 O desenvolvimento de marcadores moleculares para a escolha de parentais 

superiores, ou genes ligados a resistência contra pragas e agentes patogênicos, como no 

caso do fungo Sporisorium scitamineum, permite um detecção mais rápida e uma 

condução mais precisa dos programas quando comparado às seleções baseadas em 

métodos convencionais, pois os marcadores não sofrem influência do ambiente, e 

possibilitam a triagem de características qualitativas e/ou quantitativas em clones ainda 

em fase juvenil (seedlings), reduzindo assim, o tempo e a área de experimentação 

necessária (ALZATE-MARIN et al., 2005).  

     

 

2.2 – Extração de DNA         

 A extração de DNA é o primeiro passo para sua utilização em técnicas 

moleculares. Neste aspecto, a qualidade e integridade do DNA são fundamentais para o 

sucesso nas etapas posteriores. Existem diferentes protocolos de extração de DNA, que 

variam em função da espécie e do tecido a ser utilizado (BERED, 1998; COSTA et al., 

2012).   

 A maioria dos métodos de isolamento de DNA emprega detergentes na 

elaboração do tampão de lise. Eles auxiliam desde a solubilização das membranas 

celulares até a desnaturação de proteínas. Os mais utilizados são o Cetyl Trimethyl 
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Ammonium Bromidecetiltrimetilamônio (CTAB) e o Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) 

(ROMANO & BRASILEIRO, 1999). 

 Normalmente, estudos de identificação e de caracterização da diversidade 

genética das plantas, por meio de técnicas moleculares, envolvem a avaliação de um 

grande número de indivíduos, necessitando-se de métodos rápidos e precisos de 

extração de DNA (MAIA et al., 2013). 

 As folhas de tecido vegetal possuem níveis variados de alcalóides, estereóides, 

flavonóides, glicosídeos cianogênicos, gomas, taninos, resinas e alguns ácidos. O co-

isolamento de polissacarídeos, fenóis e compostos secundários é o principal problema 

encontrado no isolamento e purificação de DNA vegetal (MERCADO et al., 1999; 

ROMANO & BRASILEIRO, 1999; KIDWELL & OSBORN, 1992). Podendo danificar 

o DNA comprometendo a extração e inibir a ação da enzima Taq DNA polimerase, 

utilizada na amplificação de fragmentos de DNA através da técnica de reação em cadeia 

da polimerase (PCR), entre outras técnicas (DUKE, 1989; COUCH & FRITZ, 1990; 

(LODHI et al., 1994). 

3 - MATERIAL E MÉTODOS 

 O experimento foi implantado em 24 de fevereiro de 2015 em casa de vegetação 

na Fazenda Experimental de Ciências Agrárias (FAECA) da Universidade Federal da 

Grande Dourados (UFGD) no município de Dourados-MS.  

 Duzentas gemas de 4 genótipos de cana-de-açúcar, sendo 1 clone e 3 variedades, 

com reações diferentes ao carvão, foram dispostos em copos descartáveis de 500mL 

contendo substrato. Os substratos foram compostos por areia grossa (30%) e terra de 

barranco (70%), sendo peneirados e misturados. 

 As gemas de cana-de-açúcar com 9 meses de idade, foram dispostas em copos 

descartáveis em casa de vegetação, realizando a inoculação de uma suspensão de 

teliósporos de Sporisorium scitamineum, na concentração de 9 x 1012 esporos mL-1 

(CASAGRANDE, 1998), sendo depositado 1mL da suspensão em cada gema. Os 

teliósporos foram obtidos da coleta de 3 chicotes de carvão na (FAECA) e levados ao 

Centro de  Biotecnologia e Melhoramento de Cana-de-açúcar da UFGD, onde realizou-

se a extração dos teliósporos por meio de raspagem, com o auxílio de uma lâmina de 

bisturi. A contagem dos teliósporos foi dada em câmara de Neubauer, e posteriormente 

os teliósporos foram suspensos em água. 

  No período de março de 2015 aos 30 dias após o plantio das gemas em casa de 

vegetação, quando as plantas apresentavam folhas medianas para o corte, foram 
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coletadas 80 folhas das plântulas de cana-de-açúcar. As folhas foram armazenadas em 

tubos tipo Falcon de 20mL identificados e acondicionadas em gelo para serem 

transportadas até o Centro de  Biotecnologia e melhoramento de Cana-de-açúcar da 

UFGD, e posteriormente foram armazenadas em freezer -80ºC. No período de agosto à 

outubro de 2015 foram realizadas as extrações do DNA do tecido foliar de cana-de 

açúcar, em duplicata, de acordo com o protocolo 1 (Anexo A) e protocolo 2 com 

adaptações, na extração de ambas metodologias, foram utilizados o tecido das mesmas 

folhas.  

 Para o protocolo 1 foram realizadas extrações do DNA de 15 amostras do tecido 

foliar de cana-de-açúcar. Adicionaram-se as amostras 500μl de tampão Dellaporta (SDS 

20% (p/v), NaCl 5M, Tris-HCl 1M pH8,0; EDTA 2Na 0,5M pH8,0, ß-mercaptoetanol) 

e macerou-se o tecido com um pistilo de porcelana autoclavado. Após, o tecido foliar 

macerado foi transferido para um tubo tipo Eppendorf, onde foi adicionado γγμl de SDS 

20% e incubados em banho-maria por 10 minutos a 65ºC.   

 Adicionou-se 160μl de acetato de potássio 5M por tubo e foram agitados em 

vortex. Seguiu-se com centrifugação a 12.000rpm por 10 minutos, coletando o 

sobrenadante para um novo tubo estéril. Foi adicionado γ00μl de isopropanol 4ºC ao 

sobrenadante e os tubos foram invertidos gentilmente para a precipitação do DNA. 

Seguiu-se com centrifugação a 12.000rpm por 10 minutos e descartou-se o 

sobrenadante. Foram adicionados aos tubos γ00μl de etanol 75% 4ºC e centrifugados a 

12.000rpm por 5 minutos, ao final descartou-se o etanol. Os tubos foram levados em 

estufa a 40ºC durante 60 minutos para secagem do precipitado, ressuspendendo o pellet 

em 50μl de água Mili-Q. 

 Para o protocolo 2 com adaptações, foram realizadas extrações do DNA de 60 

amostras de tecido foliar de cana-de-açúcar. A metodologia com adaptações difere-se 

pela quantidade de tampão utilizado em cada amostra de 500μL para 900μL, no uso do 

reagente ß-mercaptoetanol de 5μL para 10μL, aumento da quantidade do acetato de 

potássio de 160μL para 400μL, o uso do clorofórmio:álcool isoamílico (24:1), lavagem 

extra do pellet com álcool 70%, ressuspensão do pellet em TE, e pelo uso da RNAseA. 

 Transferiu-se 15mL de tampão (Tris-Hcl 1M  pH 8,0; EDTA 0,5M pH 8,0; Nacl 

5M; e ß-mercaptoetanol) para um tubo tipo Falcon e adicionou-se 1mL de SDS 20%, 

após homogeneização, levou-se em banho-maria a 65ºC. As folhas foram repicadas com 

auxílio de lâmina de bisturi sob vidro relógio. O tecido foi macerado em almofariz com 

um pistilo autoclavado, levando em freezer -80ºC por 10 minutos, após macerou-se 
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novamente e foi adicionado 900μl de tampão. O macerado foi transferido para um tubo 

tipo eppendorf, onde foi adicionando γγμl de SDS β0% e levado ao vortéx, após 

incubou-se por 10 minutos em banho-maria a 65ºC.  

 Posteriormente, foram adicionados na amostra 400μl de acetato de potássio frio 

5M, agitando em vortéx e seguindo com centrifugação a 12.000rpm por 10 minutos. O 

sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo, adicionando-se γ50μl de 

clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e centrifugação a 12.000rpm por 10 minutos. 

Transferindo novamente o sobrenadante para um novo tubo, ao qual adicionaram-se 

γ00μl de isopropanol gelado, os tubos foram invertidos gentilmente e levados para 

centrifugação a 12.000rpm por 10 minutos, após descartou-se o sobrenadante. 

Adicionaram-se γ00μl de álcool 70% gelado, seguindo com centrifugação a 1β.000 rpm 

por 5 minutos e após o etanol foi descartado, sendo o processo repetido por 2 vezes. 

 Levou-se em estufa a 40ºC durante 60 minutos para secagem do precipitado, 

ressuspendendo o pellet em 25μl de tampão TE, após adicionou-se 1μl de RNAseA e 

levou em banho-maria por 20 minutos a 56ºC. 

  Após os procedimentos de extração, utilizou-se 1μL de cada amostra extraída 

para determinar a pureza do DNA por meio da leitura de absorbância em 260nm (UV – 

que mede a concentração do DNA em mg/mL) e em 280nm (quantificação de proteínas) 

em aparelho de espectrofotômetro. A relação 260/280nm foi utilizada como indicativo 

do grau de pureza do DNA obtido (NOGUEIRA et al. 2004). A quantidade e a 

qualidade do DNA extraído foi determinada em gel de agarose 1% por eletroforese, 

corado com Brometo de Etídio ou Gel Red e como carreador foi utilizado 2μL de Azul 

de Bromofenol. Os géis foram analisados utilizando aparelho transiluminador de 300nm 

e posteriormente foram fotografados e salvos para análises. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

39 
 

4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Com o uso do protocolo 1, apenas quatro amostras (13,33%) de 30 foram 

extraídas. O DNA apresentou quantificações média de 37,12ηg/μl, e a razão da 

absorbância 260/280 < 1,8, indicando contaminação por proteínas. Isto pode ter 

ocorrido devido a reduzida quantidade de ß-mercaptoetanol no tampão de extração. O ß-

mercaptoetanol atua nas estruturas terciárias das proteínas induzindo a perda de sua 

conformação espacional e desnaturando-as. Os resultados obtidos neste trabalho, com o 

protocolo 1, inviabilizaram a utilização da metodologia para a extração de DNA do 

tecido foliar da cana-de-açúcar.  

 Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), a integridade do DNA é fundamental 

para o sucesso nas etapas posteriores, como exemplo na amplificação via PCR (reação 

em cadeia da polimerase). Embora essa metodologia não tenha mostrado eficiência, ela 

permitiu a extração de quatro amostras, com quantificações de DNA de 

aproximadamente 42, 38, 30 e 40 ηg/μl, colunas 3, 4, 7 e 8, respectivamente. Sugerindo 

que, adaptações nessa metodologia poderia implicar em melhores resultados (Figura 1). 

            

 
Figura 1. Imagem de gel de agarose submetido a eletroforese do DNA genômico de cana-de-açúcar, 
utilizando o protocolo 1. De 1 a 10 amostras de Saccharum officinarum, 11 DNA ladder ruller. 
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 O protocolo 2 com adaptações, possibilitou a extração de  80 (66,66%) das 120 

amostras, com bandas de DNA visíveis (Figura 2), sendo os valores médio da 

quantificação do DNA entre 147,57 ηg/μl, e a média das razões das absorbâncias 

(A260/A280) dos DNAs de 1,85 (Tabela 10), satisfazendo os valores recomendado por 

Sambrook, et al, (1989) que é de ≥ 1,8 indicando um  DNA em bom estado. As técnicas 

de quantificação fornecem informações importantes, visto que um dos objetivos da 

extração é fornecer DNA de qualidade. Segundo Tiwari et al. (2012) a otimização de 

protocolos de extração de DNA para serem utilizados em procedimentos de biologia 

molecular é um passo necessário para a obtenção de resultados. 

 No procedimento com adaptações, na solução tampão dobrou-se a quantidade de 

-mercaptoetanol (5μl para 10μl), este também apresenta efeito antioxidante 

possibilitando a possível eliminação de polissacarídeos.  Na otimização do protocolo 

Dellaporta et. al. (1983) para Acmella uliginosa Sá et al. (2012), procederam 

aumentando a quantidade do reagente -mercaptoetanol, relatando eficiência ao passo 

que foram extraídas amostras com maior quantidade de DNA e de qualidade 

satisfatória. 

 Nas amostras do tecido foliar aplicou-se 400μl a mais da solução (volume final 

900μl). Nas etapas de lavagem do precipitado foi adicionado o clorofórmio:álcool 

isoámilico (24:1) e o uso do álcool 70% por duas vezes. O clorofórmio promove o 

desnaturamento de lipídios, proteínas e polissacarídeos, e determina maior estabilidade 

da interface entre o solvente e a fase aquosa. Segundo Bonato et al. (2002), a inclusão 

da etapa clorofórmio no processo de extração em Stylosanthes foi fundamental para a 

obtenção de DNA de qualidade. O álcool isoamílico previne a formação de espuma 

quando a mistura é agitada em vórtex, o que torna mais fácil a separação das fases 

orgânica e aquosa. A proteína desnaturada forma uma camada na interface das duas 

fases, separando-se do DNA que se mantém na fase aquosa.  

 A maioria dos solutos inorgânicos e moléculas orgânicas pequenas são solúveis 

em etanol 70%, a lavagem extra do precipitado promove dessalinização o DNA de 

forma mais eficiente. E ao final, o uso da solução com RNAseA, teve como função 

inativar as moléculas de RNA, permanecendo apenas o DNA para ser submetido as 

análises.  
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Figura 2. Imagem de gel de agarose submetido a eletroforese do DNA genômico de cana-de-açúcar, 
utilizando o protocolo 2 com adaptações. De 1 ao 4 e 6 ao 9 amostras de Saccharum officinarum, 10 e 11 
DNA ladder ruller, 100pb. 
 

   Na imagem do gel de agarose para o protocolo 2 com adaptações, a quantidade 

média das amostras de DNA aplicada nos poços foram de aproximadamente 280, 300, 

480, 560, 60, 90, 100,  30 e 40 ηg/μl, colunas 1 a 4 e 6 a 9, respectivamente. Onde, as 

amostras acima de 100 ηg/μl foram mais visíveis sob o gel de agarose. 

 Os poços 1, 2, (figura 2) apresentaram um arraste intenso das bandas nos géis, 

indicando desnaturamento do DNA. Os poços 8 e 9 a amostra apresenta a possível 

presença de RNA, onde durante o tratamento da amostra a RNAse pode não ter sido 

ativa. As amostras nos poços 3 e 4, apresentaram bandas nítidas, com pouco arraste, 

apresentando um DNA íntegro. 

 De acordo com a tabela 1, podemos observar a porcentagem da quantidade de 

amostras que foram extraídas, onde 13,66% apresentaram valores na quantificação de 

DNA superiores a 100 ηg/μl, e 18,01% das amostras com quantificação acima de 220 

ηg/μl, sendo que as amostras que apresentaram as melhores visualizações e bandas de 

DNA mais integras sob o gel de agarose, foram as amostras com quantificação de DNA 

superiores a 200 ηg/μl. 
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Tabela 1. Quantidades em porcentagem de amostras extraídas, referentes as médias das 

quantificações de DNA (ηg/μl)  genômico de cana-de-açúcar, determinadas através das 

leituras de absorbância sobre luz UV A260/A280. 

* Análise em colunas. 

  

  

5 - CONCLUSÃO 

 As adaptações no protocolo baseado no método Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) 

implicaram em resultados eficientes na extração de DNA do tecido foliar de cana-de-

açúcar; mostrando-se promissor para ser aplicado em estudos futuros de amplificação e 

caracterização molecular, podendo auxiliar na diagnose precoce de doenças como o 

carvão e estimar sobre a susceptibilidade e tolerância/resistência das cultivares.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Valores médios das quantificações de DNA (μl) 

20-60 60-100 100-140 140-180 180-220 220-600 600 ≥ 

Quantidade 
de amostras 

(%) 

 
28,05 

 
19,42 

 
13,66 

 
17,26 

 
3,60 

 
11,51 

 
6,50 
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ANEXO A  
PROTOCOLO 1 - EXTRAÇÃO DELLAPORTA et al. (1983) 

TAMPÃO: Solução para 50mL 

 25mL de Tris-Hcl, 1M  pH 8,0. 

 25mL de EDTA,  0,5M pH 8,0. 

 7,30 gramas de Nacl 5M.. 

 1mL de SDS para 15 mL de tampão (1:15). 

 5μL de ß-mercaptoetanol. 

 500μL de tampão por amostra. 

 

1- Adicionou-se as amostras do tecido foliar 500μl de tampão. As amostras 

foram maceradas com pistilo de porcelana autoclavado. Após esse procedimento 

foram adicionados aos tubos 33μl de SDS 20% e incubados por 10 minutos a 

65ºC.  

2 – Adicionou-se 160μl de acetato de potássio 5M por tubo, posteriormente 

agitando em vortex. Seguiu-se com uma centrifugação a 12.000rpm por 10 

minutos e coletou-se o sobrenadante para um novo tubo estéril.  

3 - Ao sobrenadante foi adicionado 300μl de isopropanol a 4ºC e os tubos foram 

invertidos gentilmente para a precipitação do DNA.  

4 – Seguiu-se com uma centrifugação a 12.000rpm por 10 minutos e descartou-

se o sobrenadante.  

5 - Foram adicionados aos tubos 300μl de etanol 75% a 4ºC e centrifugados a 

12.000rpm por 5 minutos e  descartou o etanol.  

6 - Levou-se em estufa a 40ºC durante 60 minutos para secagem do precipitado, 

ressuspendendo o pellet  em 50μL de  água Milli-Q. 
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ANEXO B 

PROTOCOLO 2 COM ADAPTAÇÕES - EXTRAÇÃO DELLAPORTA et al. (1983) 

COM ADAPTAÇÕES 

TAMPÃO: Solução para 50mL 

 25mL de Tris-Hcl, 1M  pH 8,0. 

 25mL de EDTA,  0,5M pH 8,0. 

 7,30 gramas de Nacl 5M. 

 10μL de B-mercaptoetanol. 

 1mL de SDS para 15mL de tampão (1:15). 

 900uL de tampão por amostra. 

 

METODOLOGIA 

Transferiu-se 15mL de tampão para um tubo tipo Falcon e adicionou-se 1mL de SDS 

20%, misturou-os e levou em banho-maria a 65ºC. 

1- As folhas foram repicadas com auxílio de lâmina de bisturi sob vidro relógio. O 

tecido foi macerado em almofariz com um pistilo autoclavado, levando em freezer         

-80ºC por 10 minutos, macerou-se novamente e adicionou-se 900μL de tampão. 

Transferiu-se o macerado para um tubo tipo Eppendorf. 

2- Adicionou-se 33μL de SDS 20% ao tubo, agitando-os em vortéx e incubou-os por 10 

minutos em banho-maria a 65ºC. 

3 – Após, adicionou-se 400μL de acetato de potássio frio 5M, agitando em vortéx, 

seguindo com centrifugação a 12.000rpm por 10 minutos. 

4 – O sobrenadante foi coletado e transferido para um tubo novo, adicionando-se 350μL 

de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e centrifugação a 12.000 rpm por 10 minutos. 

5- O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, adicionou-se 300μL de 

isopropanol gelado, os tubos foram invertidos gentilmente e levados para centrifugação 

a 12.000 rpm por 10 minutos, após descartou-se o sobrenadante. 

6 – Foi adicionado 300μL de álcool 70% gelado ao tubo, seguindo com centrifugação a 

12.000rpm por 5 minutos e após o etanol foi descartado, realizando duas vezes este 

processo. 

7 – Levou-se em estufa a 40ºC durante 60 minutos para secagem do precipitado, 

ressuspendendo o pellet  em 25μL de tampão TE, após adicionou-se 1μL de RNAseA e 

levou em banho-maria por 20 minutos a 56ºC. 
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ANEXO C 

 

TAMPÃO TE 

Reação para 16 mL: 

15mL de EDTA 0,5M, pH 8,0. 

1mL de Tris-Hcl 1M, pH 8,0. 

 
 


