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Introducao

Atualmente, a mancha branca é considerada uma das principais
doencas foliares da cultura do milho no Brasil por causa da sua
ampla distribuicao e dos prejuizos que tem causado (COSTA et al.,
2010). Em condicbes ambientais favoraveis, essa doenga causa
senescéncia das folhas e redugdes no tamanho e peso dos graos,
resultando em perdas de producao de até 63% em gendtipos
susceptiveis (PINTO, 1995; PINTO et al., 1997). Os sintomas da
doenca apresentam-se na forma de lesdes foliares aquosas que
evoluem para lesbées necroticas (PACCOLA-MEIRELLES et al.,
2001). O desenvolvimento de cultivares resistentes é considerado
a estratégia mais eficiente na reducao dos custos de producao e do
impacto ambiental (SCHUELTER et al., 2003).
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Inicialmente, a doenga foi denominada mancha de Phaeosphaeria,
sendo atribuida ao fungo Phaeosphaeria maydis, causador

de estruturas filamentosas encontradas em lesdes em estagio
avancado da doenga (FANTIN, 1994; CARSON, 1999). Entretanto,
varios trabalhos realizados no Brasil (PACCOLA-MEIRELLES et al.,
2001; BOMFETI et al., 2008; LANZA, 2009; GONCALVES, 2012),
no México (PEREZ-Y-TERRON et al., 2009), na Argentina (ALIPPI;
LOPEZ, 2010) e na Polonia (KRAWCZYK et al., 2010) identificaram
e confirmaram a bactéria Pantoea ananatis como agente causal da
mancha branca em milho.

P. ananatis € uma bactéria formadora de colbnias amarelas, sendo
uma das poucas espécies conhecidas que apresentam genes

de nucleacéo por gelo (ina). Tais genes permitem a formacao de
cristais de gelo sob temperaturas desfavoraveis. (ABE et al., 1989).
A bactéria P. ananatis também tem sido descrita como agente
causal de doengas em varias outras espécies vegetais, incluindo
arroz (COTHER et al., 2004), cebola (GITAITIS et al., 2002),
eucalipto (COUTINHO et al., 2002), melao (KIDO et al., 2008) e
sorgo (COTA et al., 2010). No entanto, a epidemiologia das doengas
em plantas causadas por P. ananatis em diferentes hospedeiros

é relativamente desconhecida, apesar de relatos da influéncia

de fatores ambientais na severidade da doenca (COUTINHO;
VENTER, 2009).

Com o objetivo de avaliar a dindmica da mancha branca, foi
desenvolvido e validado um método rapido e de baixo custo para
deteccao molecular de P. ananatis isolada de lesdes tipicas da
doenca em milho e outros hospedeiros. Adicionalmente, isolados
de P. ananatis foram caracterizados quanto a capacidade de
desenvolver resposta de hipersensibilidade (HR) em folhas de
tabaco. Essas estratégias serao uteis em estudos epidemioldgicos
visando um melhor entendimento da doenca.

Material e Métodos

Isolamento bacteriano

Lesdes em estagio inicial da mancha branca foram coletadas em
folhas de milho, sorgo e capim-colchao (Digitaria spp.) em areas
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produtoras na Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG. As
amostras foram lavadas com sabdo neutro, as lesdes, cortadas

e tratadas com etanol 70% (v/v) durante 1 min, cloramina T 2%
(m/v) durante 4 min e etanol 70% (v/v) durante 30 s. Em seguida,
foram lavadas em agua estéril por trés vezes durante 30 s. As
lesdes foram fragmentadas com bisturi estéril e transferidas para
meio de agar tripticase soja (TSA) contendo ciclohexamina 50 ug/
mL. Colénias bacterianas de cor amarela foram frequentemente
observadas apds 24 h de cultura a 28 °C. Apés subcultura, 27
colbdnias isoladas de milho e duas colénias isoladas de sorgo e
capim-colchao mostrando diferentes tonalidades amarelas foram
selecionadas para analise molecular. Para armazenamento, as
células bacterianas foram conservadas em glicerol 30% (v/v) e
mantidas a -80 °C. O isolado de P. ananatis de sorgo foi o mesmo
reportado por Cota et al. (2010), capaz de causar a doenga mancha
branca nessa cultura. A regiao do gene 16S rDNA desse isolado foi
parcialmente sequenciada e depositada no GenBank (HQ333482),
sendo considerado um isolado de referéncia.

PCR para deteccdo de P. ananatis associada a mancha
branca

O DNA gendmico foi extraido de acordo com Ausubel et al. (1987)
a partir de células bacterianas na fase exponencial cultivadas em
meio de caldo tripticase soja (TSB) crescidas a 28 °C durante 12 h.

Foi padronizada uma PCR multiplex com volume final de 20 uL
contendo primers para o gene ina e para o gene 16S rDNA, utilizado
como controle interno. Os primers para o gene ina foram INAF
(GGG ATC GCAAGCAAG CTC TGG) e INAR (GCGATTATTCTT
CGG GTT T), desenhados para a amplificacdo de P. ananatis de
melao (KIDO et al., 2008). Os primers para amplificacdo da regido
do 16S rDNA foram 968F (GAA CGC GAA GAA CCT TAC) e 1492R
(TGACTG GAGACT GYTACC TTG TTACGACTT) (LANE, 1991;
NUBEL et al., 1996). A reagéo de PCR foi realizada com 30 ng

de DNA ou 1 L da cultura de células bacterianas em caldo TSB

(a mesma utilizada para a extracdo de DNA), Tris-HCI 10 mM pH
8,3, KCI 50 mM, gelatina 0,001% (m/v), 0,5 uM de cada primer,
dNTP 0,125 mM, 1,5 mM de MgCl,, dimetil sulfoxido 5% (v/v) e 0,5
unidades de Taq DNA polimerase (Invitrogen). As condi¢cdes de
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amplificacdo foram 95 °C durante 2 min, seguidos de 35 ciclos de
94 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s e 72 °C por 30 s, seguidos
de uma etapa de elongagéo final a 72 °C por 5 min. Os fragmentos
amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,5% (m/v).

Sequenciamento de DNA

A reacao de PCR foi realizada num volume total de 50 uL, contendo
30 ng de DNA bacteriano, 1,5 unidades de Taq DNA polimerase,

10 mm Tris-HCI pH 8,3, KCI 50 mM, gelatina 0,001% (m/v),

dNTP 0,125 mM, formamida 1% (v/v) e 0,4 uM dos primers 968F
ou 1401R (LANE, 1991; NUBEI et al., 1996). As condicdes de
amplificagao foram 94 °C durante 2 min, seguidos por 30 ciclos

a 94 °C por 1 min, 55 °C durante 1 min e 72 °C por 2 min. Por fim,
uma etapa de extensao a 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR
foram purificados utilizando o QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
conforme as condicbes do fabricante e sequenciados utilizando o
kit Big Dye (Applied Biosystems), no equipamento ABI PRISM 3100
(Applied Biosystems). O programa BlastN (ALTSCHUL et al., 1997)
foi utilizado para a busca de similaridade de sequéncias em bases
de dados do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov) para identificagéo
das espécies bacterianas. Para a confirmacao da especificidade

do fragmento resultante da amplificacdo do gene ina, seu produto
foi removido do gel de agarose e sequenciado como descrito
anteriormente.

Resposta de hipersensibilidade (HR) em folhas de
tabaco

Todas as bactérias isoladas a partir de lesbes de mancha branca
foram avaliadas quanto a capacidade de induzir HR em folhas de
tabaco. Para isso, os isolados foram incubados individualmente

a 37 °C durante 24 h em meio de caldo de peptona levedura (YP)
[extrato de levedura 0,5% (m/v), peptona 1% (m/v), pH 6,8], com
agitacao a 120 rpm. A concentracao de células bacterianas foi
ajustada para 10° UFC/mL antes da inoculagdo em folhas de tabaco
completamente expandidas da variedade Nicotiana tabacum L.

cv. Petit Havana SR1 com uma seringa hipodérmica. A agulha foi
inserida na regido internerval e uma area de aproximadamente 1
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cm? foi inundada com a suspensao bacteriana. Um controle negativo
contendo apenas meio YP foi incluido em cada folha. As plantas

de tabaco foram mantidas em casa de vegetagao sob temperatura
aproximada de 30 °C. Uma reacgao de HR positiva foi registrada
quando o tecido inoculado apresentava colapso ou necrose

dentro de 48 h apds a inoculacéo. O isolado 09, que demonstrou
reacao positiva, foi incluido em todas as folhas inoculadas como
controle. Cada inoculagao foi repetida pelo menos trés vezes para
confirmacgao dos resultados.

Resultados e Discussao

A importancia crescente da doenga mancha branca do milho no
Brasil tem estimulado estudos para deteccao da bactéria P. ananatis
em milho e outros hospedeiros. Em nosso trabalho, leses tipicas
da mancha branca foram observadas em condi¢cdes de campo em
milho, sorgo e capim-colchao (Fig. 1a-c). Apds o isolamento dos
microrganismos dessas lesdes, 29 isolados apresentando colbénias
com diferentes tonalidades amarelas foram selecionados para
analise molecular (Figura 1d). Destes, 27 isolados foram de milho,
um de sorgo e um de capim-colch&o.

Figura 1. Gramineas com sintomas semelhantes a doenca mancha
branca do milho e coldnias de bactérias isoladas das lesdes
foliares. (a) Milho e capim-colchao. (b) Capim-colchao. (c) Sorgo. (d)
Isolados bacterianos de lesdes de mancha branca de milho (1-26 e
28), capim-colchao (27) e sorgo (29) em meio TSA.
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Uma reagéo de PCR multiplex foi padronizada utilizando primers
para o gene de nucleagao de gelo (ina), combinado com primers
para o gene 16S rDNA. Dos 29 isolados bacterianos de coloragéo
amarela, 15 isolados, incluindo 13 de milho, um de sorgo e de um
de capim-colchao, mostraram a presenca do fragmento de 343

pb corresponde ao gene ina. Adicionalmente, todos os isolados
amplificaram um fragmento de 524 pb corresponde ao gene 16S
rDNA, confirmando sua eficacia como controle interno no PCR
multiplex (Fig. 2). Os perfis de amplificagdo obtidos a partir de DNA
purificado ou cultura celular foram semelhantes, sendo este ultimo
muito mais simples e rapido, permitindo a analise de um grande
numero de amostras (Fig. 2a, b). O produto de amplificagdo do gene
ina do isolado 01 foi sequenciado e confirmado, mostrando uma
identidade de sequéncia igual 99% com o gene ina de P. ananatis
(GenBank, D14992.1).

- —_—
— T mmme— — e —
— T Re— | — ——
| m—— ] L] E—

— T e e— !
— [ —=
L ——— | e ——— ] m—
—TTTTTTm— i ——

Figura 2. PCR multiplex mostrando os produtos de amplificacéo
parcial dos genes ina (343 pb) e 16S rDNA (524 pb) para os
isolados bacterianos de lesbes de mancha branca em milho (1-26 e
28), capim-colchéo (27) e sorgo (29). (a) Padrao de amplificacéo a
partir da cultura de células bacterianas e (b) Padrao de amplificagao
do DNA purificado. As setas indicam os produtos de amplificacédo

e MM corresponde ao marcador molecular 1 kb DNA ladder
(Invitrogen).

Todos os isolados foram identificados pelo sequenciamento parcial
da regiao 16S rDNA e apresentaram identidade de sequéncia



Deteccéo e Caracterizacao da Bactéria Pantoea ananatis Associada a Doenga Mancha 13
Branca em Milho, Sorgo e Capim-colchdo

entre 95-99% com espécies bacterianas depositadas no GenBank
(Tabela 1). Os 15 isolados positivos no PCR para o gene ina foram
confirmados como P. ananatis (Fig. 2).

Tabela 1. Identificacdo de espécies baseada na identidade de
sequéncia da regiao do 16S rDNA de isolados de bactérias de
lesbes de mancha branca em milho, sorgo e capim-colch&o.

Isolado i éci Acesso E-value i (%) Referéncia * PCRina HR"

01 Milho Pantoea AB297969.1 0.0 96 Kido et al., 2008 + ND
ananatis

02 Milho Pseudomonas putida AY456706.1 0.0 97 Rezzonico et al., 2004 - +
03 Milho P. ananatis CP001875.1 0.0 98 De Maayer et al., 2010 + -
04 Milho P. ananatis GU324769.1 0.0 99 Yan et al., 2010 + ND
05 Milho Pantoea dispersa FJ611865.1 0.0 99 Rezzonico et al., 2009 - -
06 Milho P. ananatis AB297969.1 0.0 97 Kido et al., 2008 + +
07 Milho P. ananatis AB297969.1 0.0 98 Kido et al., 2008 + -
08 Milho Pantoea agglomerans FJ611809.1 0.0 99 Rezzonico et al., 2009 - +
09 Milho P. ananatis FJ611814.1 0.0 99 Rezzonico et al., 2009 + +
10 Milho P. ananatis CP001875.1 0.0 99 De Maayer et al., 2010 + +
" Milho Uncultured bacterium EU842007.1 0.0 99 Eilmus e Heil, 2009 - +
12 Milho Acinetobacter baylyi EF178435.1 0.0 99 Yang et al., 2008 -
13 Milho A. baylyi EU604244.1 0.0 98 Chen et al., 2008
14 Milho Pseudomonas stutzeri AM905852.2 0.0 95 Mulet et al., 2008
15 Milho P. ananatis AB297969.1 0.0 929 Kido et al., 2008 i
16 Milho A. baylyi EU604244.1 0.0 99 Chen et al., 2008
17 Milho Uncultured bacterium AB460252.1 0.0 99 Ikeda et al., 2009
18 Milho Uncultured bacterium AB460252.1 0.0 99 Ikeda et al., 2009 - -
19 Milho P. ananatis CP001875.1 0.0 99 De Maayer et al., 2010 + +
20 Milho P. putida HM192789.1 0.0 99 - - ND
21 Milho P. ananatis CP001875.1 0.0 98 De Maayer et al., 2010 + +
22 Milho P. agglomerans FJ611807.1 0.0 99 Rezzonico et al., 2009 - +
23 Milho P. ananatis AB297969.1 0.0 929 Kido et al., 2008 i
24 Milho Enterobacter spp. GQ478275.1 0.0 99 Collavino et al., 2010 - +
25 Milho P. ananatis AB297969.1 0.0 2] Kido et al., 2008 + +
26 Milho v d i DQ532292.1 0.0 99 Moiss| et al., 2007 -
27 Capim-colchao P. ananatis AB297969.1 0.0 99 Kido et al., 2008 +
28 Milho P. ananatis CP001875.1 0.0 99 De Maayer et al., 2010 +

29 Sorgo P. ananatis HQ333482.1 0.0 100 Cota et al., 2010 +
aBaseada nas publica¢des reportadas na pesquisa no GenBank que foram
utilizadas para identificacdo de cada espécie por comparagéo de sequéncia. ®* HR:
Resposta de hipersensibilidade ND: Nao determinado.

Como esperado, o critério de selegao das colénias baseado apenas
na coloragdo amarela nao foi suficiente para identificacao de P.
ananatis. Outras bactérias, como P. agglomerans (WARREN et al.,
1986) e Pseudomonas ssp. (WARREN; COROTO, 1989), possuem
genes de nucleagao de gelo e foram negativas para o ensaio, sendo
uma forte evidéncia da especificidade desta reacao para deteccao
de P. ananatis em milho e outros hospedeiros. Além disso, a reagéo
de PCR multiplex validada neste trabalho foi otimizada para cultura
celular, que é uma maneira mais simples, rapida e barata para
deteccao de P. ananatis do que estratégias de sequenciamento de
genes constitutivos propostas por Brady et al. (2008).

Nesse trabalho, a bactéria P. ananatis foi também detectada em
lesdes tipicas da doenga em sorgo e capim-colchao, confirmando
a existéncia de possiveis hospedeiros alternativos para este
patdgeno. Capim-colchao tem sido relatada como uma das
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plantas daninhas mais frequentemente encontradas em campos
de producéo de milho no Brasil (PASQUALETTO et al., 2001;
DUARTE et al., 2007). Recentemente, verificou-se que P. ananatis
isolada de capim-colchao foi capaz de induzir a doenga mancha
branca em milho (SILVA et al., 2010). Além disso, P. ananatis foi
relatada como patogénica em sorgo por inoculagao artificial (AZAD
et al., 2000) e capaz de causar a doenga mancha branca em sorgo
em condi¢des naturais de campo no Brasil (COTA et al., 2010).
Assim, a presenca dessa bactéria em sorgo e capim-colchao tem
consideravel importancia epidemioldgica e funciona como uma fonte
de indculo, dificultando a adogao de estratégias de controle nas
areas produtoras de milho.

Ensaios de hipersensibilidade em folhas de tabaco revelaram que
a area infilirada com suspensao bacteriana comegou a entrar em
colapso apos 24 h, seguida de necrose dentro de 48 h (Fig. 3).

Figura 3. Reacgéao de folha de tabaco (Nicotiana tabacum L. cv. Petit

Havana SR1) apés 48 h de infiltragdo com meio YB (0) e alguns
isolados bacterianos (07, 08, 09, 10).
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Dos 15 isolados de P. ananatis positivamente detectados pela
reacao de PCR, seis foram capazes de induzir HR (Tabela 1), em
consonancia com outros trabalhos (PACCOLA-MEIRELLES et al.,
2001; ALIPPI; LOPEZ, 2010; KRAWCZYK et al., 2010). Por outro
lado, sete isolados de P. ananatis nao apresentaram sintomas
apos a inoculagao, incluindo o isolado patogénico de sorgo
(COTA et al., 2010). Uma resposta similar foi demonstrada por
isolados patogénicos de meldo (KIDO et al., 2010), sugerindo que
somente os testes de infiltragdo de tabaco sao insuficientes para
determinacdo da patogenicidade de P. ananatis.

Resultados preliminares obtidos pela equipe de fitopatologia da
Embrapa Milho e Sorgo tém demonstrado um aumento da eficiéncia
de inoculagao de P. ananatis em milho a partir de isolados positivos
no ensaio com o PCR multiplex e nos testes de patogenicidade em
folhas de tabaco.
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