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RESUMO: Responsável por ocasionar perdas de até 30% da produtividade, o raquitismo-da-soqueira causado 
pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli, é uma das doenças mais importantes para a cultura da cana-de-açúcar. O 
objetivo deste trabalho foi comparar dois métodos de extração de DNA da bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli afim 
de formular uma resposta rápida sobre a presença da doença em áreas de cana-de-açúcar, visto que a mesma 
não apresenta sintomas típicos. Foram coletadas amostras de cana-de-açúcar de áreas sabidamente infestadas 
com a doença. Foi coletado o colmo mais velho da touceira a ser amostrada e a seiva foi extraída com o auxílio de 
um espremedor de limão. A extração do DNA total foi realizada a partir do caldo extraído e seguindo protocolo 
específico para a bactéria elaborado por Gao et al. (2008) com modificações, e também de acordo com protocolo 
CTAB adaptado e modificado de Murray e Thompson (1980), que é um método comum de extração de DNA. Após 
a extração as amostras foram submetidas à amplificação por meio de PCR convencional e o produto analisado em 
eletroforese com gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio. O produto da amplificação foi revelado em 
fotocumentador equipado com luz ultravioleta e filtro de brometo. O experimento foi repetido três vezes e o 
resultado encontrado foi o mesmo em todas as repetições. Os resultados foram analisados com base na presença 
de bandas no gel e indicaram que a extração e amplificação é mais eficaz quando se faz uso de protocolo geral, 
como o CTAB, do que quando se utiliza protocolo específico para a bactéria em estudo. Desta forma, admite-se 
que o método de extração CTAB é o método mais eficaz para extrair o DNA da bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli, 
embora não seja específico para a mesma. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
O Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar sendo que na safra 2014/15 apresentou uma área cultivada 

de aproximadamente 9 milhões de hectares. Sua produção está concentrada em São Paulo que representa 52% 
do total e o Paraná contribui com 7,1% do total (Conab, 2015). 

A cultura da cana-de-açúcar é vulnerável a diversas doenças, dentre elas dá-se destaque ao raquitismo da 
soqueira (RDS do inglês – Ratoon Stunting Disease), cujo agente causal é uma bactéria denominada Leifsonia xyli 
subsp. xyli. O RDS é uma das doenças de maior importância na cultura, pois os prejuízos podem chegar a reduzir 
a produtividade em até 30%. Em todas as regiões em que se tem a cultura da cana-de-açúcar, acredita-se que a 
doença esteja também (DAVIS et al., 1984).  

A ausência de sintomas típicos da doença torna a detecção da mesma impossível de ser visualizada a 
olha nu, sendo necessário análises laboratoriais para a confirmação da presença da bactéria na área, seja através 
de técnicas moleculares (PCR) e/ou sorológicas (Dot blot, ELISA etc.) (PAN et al., 1998). 

O presente trabalho teve como objetivo comparar dois métodos de extração de DNA de Leifsonia xyli 
subps. xyli, sendo um método específico para a bactéria e outro comum à maioria dos organismos. A necessidade 
desse estudo foi vista, pois na literatura não há descrição detalhada sobre como se faz uma extração de DNA 
desta bactéria, sendo que a mesma só é confirmada através de análises laboratoriais. 
 
 
 
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
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Amostras positivas para a bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli foram coletadas de colmos de cana-de-açúcar 
da variedade Java em propriedade particular. Após a coleta, os colmos foram encaminhados ao laboratório do 
Núcleo de Pesquisa em Biotecnologia Aplicada da Universidade Estadual de Maringá (NBA-UEM), higienizados e 
retirado dos internos basais a seiva do xilema com o auxílio de um espremedor de citrinos. Um total de 10 
amostras foram utilizadas para o teste. Essa seiva foi submetida à extração de DNA, sendo que 5 amostras foram 
extraído DNA por meio de protocolo específico para a bactéria descrito por Gao et al. (2008) com modificações e 5 
amostras foram extraído DNA de acordo com protocolo CTAB adaptado e modificado de Murray e Thompson 
(1980). Após a extração, as amostras foram submetidas à amplificação por meio de Reação da Polimerase em 
Cadeia (PCR) convencional de acordo com Pan et al. (1998). 

A extração de DNA de acordo com protocolo específico com modificações procedeu-se da seguinte forma: 
Uma alíquota de 1,5mL de seiva foi adicionada em micro tubo de 2,0mL. Procedeu-se uma centrifugação a 
3000rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo micro tubo. Uma centrifugação a 12000rpm 
por 10 minutos foi realizada e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em 300µL de água ultrapura. 
Adicionou-se 600µL de tampão CTAB 2% preaquecido a 65ºC. As amostras foram incubadas em banho-maria a 
65ºC por uma hora sendo que a cada 20 minutos era realizada uma mistura. Após esse período adicionou-se 
600µL de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1) e misturou invertendo os tubos 100 vezes. Após, as amostras foram 
centrifugadas a 12000rpm por 10 minutos, sendo que ao término da centrifugação recuperou-se aproximadamente 
700µL do sobrenadante e o transferiu para um novo tubo adicionando 700µL de clorofórmio/álcool isoamílico 
(24:1) misturando e invertendo os tubos 100 vezes. Centrifugou-se as amostras novamente a 12000rpm por 10 
minutos, recuperou-se aproximadamente 650µL do sobrenadante e transferiu para um novo tubo. O DNA foi 
precipitado com 450µL de etanol 100% gelado e as amostras incubadas a -20ºC em overnight. Após esse período 
as amostras foram centrifugadas em centrifuga refrigerada a 12000rpm por 10 minutos a 4ºC. O pellet foi lavado 
duas vezes com 500µL de etanol 70% e centrifugado por 10 minutos a 12000rpm descartando o sobrenadante. O 
pellet foi seco com 500µL de etanol 100%, centrifugado a 12000rpm por 5 minutos, descartando o sobrenadante e 
deixando os tubos inclinados por 5 minutos. Após, o pellet foi ressuspenso em 30µL de água ultrapura e 
armazenado a -20ºC para posterior amplificação. 

O protocolo de extração CTAB adaptado e modificado procedeu-se da seguinte forma: Em cada micro 
tubo foi adicionado 400µL da amostra e 800µL de tampão de extração CTAB/Sarcosyl preparado minutos antes de 
iniciar o procedimento. As amostras foram homogeneizadas e incubadas em banho-maria por 30 minutos a 60ºC 
agitando a cada 10 minutos. Após retirar do banho, adicionou-se 800µL de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1). As 
amostras foram agitadas e centrifugadas a 8000rpm por 10 minutos. Após a centrifugação, aproximadamente 
900µL do sobrenadante foi transferido para um novo micro tubo e misturou-se com 900µL de tampão de 
precipitação CTAB. As amostras foram deixadas a temperatura ambiente durante 30 minutos. Após submeteu-se 
a uma nova centrifugação a 11000rpm por 10 minutos descartando o sobrenadante. O sedimento foi dissolvido em 
400µL de TE alto sal e incubado a 65ºC até total dissolução. O DNA foi precipitado com 800µL de etanol absoluto 
gelado e incubado a -20ºC em overnight. Após esse período, as amostras foram centrifugadas a 12000rpm por 10 
minutos. O sobrenadante foi removido e adicionou-se 400µL de etanol 100% gelado e centrifugou-se a 12000rpm 
por 5 minutos. Após, os tubos ficaram inclinados por 5 minutos para secar o DNA. O pellet foi dissolvido em 50µL 
de TE 1/10 + RNAse e mantido por 1 hora a 37ºC. As amostras foram armazenadas a -20ºC para posterior 
amplificação. 

A amplificação das amostras se deu por meio de PCR convencional utilizando um termociclador. Todas as 
amostras foram submetidas a mesma amplificação. Um volume total de 25µl foi utilizado para a reação, sendo que 
6µL correspondia ao DNA extraído e 19µL correspondia a 12µL de água destilada; 2,5µL de T10X PCR MgCl2; 
1,3µL de MgCl2 5mM; 1µL de DNTP; 1µL do primer LXX1; 1µL de primer LXX2; 0,4µL de Taq DNA polimerase. O 
amplicon foi obtido por reação da PCR com desnaturação inicial de 5 minutos a 95ºC, seguido de 35 ciclos de 30 
segundos a 94ºC, 30 segundos a 56ºC, 1 minuto a 72ºC e uma extensão final de 5 minutos a 72ºC. O produto 
amplificado foi submetido a eletroforese com gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio juntamente com 
o marcador molecular (Ladder). Após a eletroforese o gel foi fotografado em fotodocumentador equipado com luz 
ultravioleta e filtro de brometo, onde foi possível verificar a presença ou ausência de bandas nas amostras. 

 
3 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 
Os resultados foram analisados com base na presença ou ausência de banda no gel. Foram consideradas 

amostras positivas aquelas que apresentaram banda na altura de 500pb aproximadamente e negativas aquelas 
que não apresentaram altura de banda. 

Todas as 10 amostras eram controle positivo para a bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli. As amostras 1 a 5 
são as amostras cujo DNA total foi extraído de acordo com o protocolo CTAB adaptado e modificado de Murray e 
Thompson (1980), o qual não é específico para a extração de DNA desta bactéria. Porém se mostrou mais 
eficiente que o protocolo específico descrito por Gao et al. (2008), representado pelas amostras 6 a 10 que 
mesmo sendo padrão positivo não demonstraram presença de banda (Figura 1). Esses resultados indicam que o 
protocolo específico para a bactéria não extrai de forma eficiente o DNA da mesma, e o protocolo CTAB mesmo 
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não sendo específico se mostrou mais eficiente, pois foi possível verificar a presença de banda no gel analisado. 
Li et al. (2014) analisou 1270 amostras contaminadas com raquitismo-da-soqueira e fazendo uso de protocolo 
CTAB e das mesmas condições de amplificação obteve cerca de 75% de resultados positivos em suas análises. 
Em seu trabalho, Dias (2012) avaliou cinco métodos de extração de DNA, dentre eles o descrito por Gao et al. 
(2008) e verificou que nenhum dos métodos avaliados se equiparou a eficácia da extração pelo método CTAB que 
foi utilizado como padrão. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Produtos da amplificação por PCR do DNA da bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli, revelados em gel de 
agarose 1%. Amostras 1 a 5 são positivas; 6 a 10 negativas e L marcador de DNA (Ladder). 

Fonte: Barbieri, 2015. 
 
 
4 CONCLUSÃO  
 

A extração realizada de acordo com protocolo específico não se mostrou eficiente, uma vez que não 
houve produto de amplificação em nenhuma amostra analisada, sendo que todas as amostras eram padrão 
positivo para a bactéria. No entanto o protocolo CTAB que é um protocolo inespecífico para a bactéria se mostrou 
altamente eficiente, uma vez que apresentou amplificação em todas as amostras analisadas. Porém são 
necessário estudos futuros comparando outros métodos de extração, buscando sempre a eficiência, agilidade e 
reprodutibilidade do mesmo.  
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