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Resumo

A mancha-de-Phaeosphaeria (MF), também conhecida como
mancha-branca-do-milho (MBM ), é uma das principais doencas
foliares do milho no Brasil. Ela apresenta ampla distribuicao
nas areas de producao de milho e pode causar perdas de
produtividade de até 60%. Apesar da importancia da doenga,
sua etiologia continua um assunto de controvérsia e debate.
Diferentes espécies de fungos: Phaeosphaeria maydis, Phoma
sorghina e Sporormiella sp., e a bactéria Pantoea ananatis
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foram relatados como agentes causadores da doenca MF/
MBM. No presente trabalho, sao estudados o efeito inibitério do
antibidtico Mycoshield (oxitetraciclina 17%) sobre o crescimento
de P. ananatis in vitro e a sua eficacia no controle da doenca
MF/MBM no campo. Plantas de dois hibridos de milho (HS200 e
DAS657) altamente suscetiveis a MF/MBM foram tratadas com
o antibiotico (2 g/L) com trés intervalos de aplicacao (D1 = 30

, D2 =45 e D3 = 60 dias apds a semeadura). As aplicagoes de
antibiotico reduziram as lesoes MF/MBM em até 90% no campo,
e diferentes doses (0,5, 1, 2, 3 e 3,5 g/L) de oxitetraciclina
inibiram completamente o crescimento de P. ananatis in vitro.
Esses resultados fornecem uma evidéncia adicional de que a
bactéria Pantoea ananatis € o agente causador da doenca de
MF/MBM do milho, e nao uma espécie de fungo, ou complexo
de espécies fungicas.

Palavras-chave: mancha-foliar-de-Phaeosphaeria, controle
quimico, Pantoea ananatis, Erwinia ananas, oxitetraciclina,
etiologia
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ananatis as the Causative
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Disease (= Phaeosphaeria
Leaf Spot)
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Abstract

The Phaeosphaeria leaf spot (PLS), also known as Maize White
Spot (MWS), is a major foliar disease of corn in Brazil. The
disease is widespread through the corn production areas and
may cause yield losses of up to 60%. Despite the importance
PLS/MWS disease, its etiology remains a subject of controversy
and debate. Different fungi species: Phaecosphaeria maydis,
Phoma sorghina and Sporormiella sp., and the bacterium
Pantoea ananatis have been reported to be causative agents

of PLS disease. In the present work, the inhibitory effect of the
antibiotic Mycoshield (oxytetracycline 17 %) on growth of P.
ananatis in vitro and its efficiency in controlling the PLS disease
in the field are studied. Plants of two maize hybrids (HS200

and DAS657) highly susceptible to PLS were treated with the
antibiotic (2 g/L) in three application interval (D1= 30, D2=

45 and D3= 60 days after sowing). The antibiotic applications
reduced PLS/MWS lesions by 90% in the field, and different
dosages (0.5; 1; 2; 3 and 3.5g/L) of oxytetracycline completely
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inhibited the growth of P. ananatis in vitro. These results offer
additional evidence that the bacterium Pantoea ananatis is the
causative agent of PLS/MWS disease of corn instead of fungus
species or fungi species complex.

Keywords: Phaeosphaeria leaf spot; Pantoea ananatis, Erwinia
ananas; chemical control, oxytetracycline, etiology

Introducao

A mancha-branca-do-milho (Figura 1) € uma das principais
doencas que acometem a cultura do milho no Brasil, com
distribuicao generalizada pelas areas produtoras e relatos de
severas perdas na producao.

Figura 1. Sintomas da doenca mancha-branca-do-milho ou
mancha-de-phaeosphaeria em folhas de plantas de milho
cultivadas em campo. A flecha, na folha do canto inferior
esquerdo, aponta para uma lesao no estadio inicial (Estadio 1),
de acordo com a classificacao proposta por Paccola-Meirelles,
et al. (2001).
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Os sintomas tém inicio com a formacao de manchas cloréticas
verde-escuras, com aspecto de encharcamento, chamadas

de “anasarcas”, que posteriormente se desenvolvem em
manchas de coloracao palha, espalhadas pela superficie foliar,
causando necrose na regiao do tecido afetado (RANE et al.,
1966; SHURTLEFF, 1984; FANTIN, 1994, 2009; 2010; CARSON,
1999; PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001). O agente causal desta
doenca tem sido alvo de discussao e controvérsias. Logo apos
a sua deteccao no Brasil, ela foi relatada por Fantin (1994) como
sendo a mancha-foliar-de-phaeosphaeria, a mesma descrita na
india por Rane et al. (1966) e nos Estados Unidos por Carson

et al., (1991), causada pelo ascomiceto Phaeosphaeria maydis
(Henn.) Rane, Payak e Renfro (sin. Sphaerulinia maydis Henn.),
anamorfo Phyllosticta sp. Apesar de o fungo P maydis ter sido
apontado como o agente causal da doenca, varios autores
descrevem a dificuldade no seu isolamento e na reprodugao
dos sintomas da doenca sob condi¢coes controladas (SAWAZAKI
et al., 1997; CERVELATTI et al., 2002; PACCOLA-MEIRELLES et
al., 2001).

Entretanto, Paccola-Meirelles et al. (2001) identificaram a
bactéria Pantoea ananatis (syn. Erwinia ananas) como sendo
0 agente causal da doenca e sugeriram a denominacao de
mancha-branca-do-milho (MBM) em substituicao a mancha-
foliar-de-phaeosphaeria. Os autores demonstraram a
reproducao dos sintomas em plantas de milho inoculadas
com P ananatis sob condi¢oes controladas, concluindo os
postulados de Koch.

Porém, as controvérsias aumentaram quando em 2004 o fungo
Phoma sorghina, foi descrito como uma espécie associada as
lesoes da MBM (AMARAL et al., 2004). Em estudo posterior
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realizado por Amaral et al. (2005), os fungos P. sorghina, Phoma
sp. (Se¢ao Plenodomus), Phyllosticta spp., e Sporormiella sp.
foram postulados como agentes causadores dos sintomas
da doenca. No entanto, a incidéncia de cada uma dessas
espécies foi restrita a uma condicao ambiental especifica e
variou de acordo com as regioes e estacoes do ano. Esses
autores sugeriram a existéncia de diferentes agentes causais
provocando sintomas semelhantes aos da mancha-foliar-de-
phaeosphaeria. Carli (2008) também relatou a ocorréncia

de P sorghina e Phoma sp. associados com a doenca em
seis ambientes diferentes, sendo que a espécie P. sorghina
predominou em quatro locais e Phoma sp. mostrou-se muito
frequente em dois deles.

Fernandes (2004) questionou os resultados de Paccola-Meirelles
et al. (2001), referentes a reproducao dos sintomas da MBM
em plantas jovens sob condicoes controladas, justificando
que a doenga em campo é observada unicamente em plantas
de milho em fase de florescimento e producgao, e nunca em
plantulas com idade inferior a 45 dias. No entanto, ja foi
confirmado que o ataque da doenca vem ocorrendo de forma
alarmante também em plantas jovens, sendo ja observado no
campo em cultura com 40 dias, podendo atingir a planta por
completo (FANTIN, 1994; ROLIM et al., 2007). Fantin (2009,
2010) afirmou ser a doenca mancha-branca-do-milho descrita
por Paccola-Meireles et al. (2001) distinta da mancha-foliar-
de-phaeosphaeria. Fantin (2009) argumenta que as lesoes
produzidas pela mancha-de-phaeosphaeria sao geralmente
arredondadas, e que a bactéria P. ananatis causa manchas
elipticas, as quais seguem a direcao das nervuras. Contudo,

a autora nao apresenta dados cientificos comprovando tais
afirmacoes. Diferentemente, varios autores descrevem as
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lesdes da mancha-branca/mancha-de-phaeosphaeria variando,
na forma, de circulares a elipticas, com 0,3 a 2 cm de didametro,
podendo coalescerem e tornarem-se irregulares (FERNANDES;
OLIVEIRA, 1997; PACCOLA-MEIRELLES et al., 1998; 1999;
PARENTONI et al., 1996). Portanto, é necessario esclarecer que,
em ambos os casos, trata-se da mesma doenca cuja etiologia
esta sendo atribuida a agentes etioldgicos diferentes.

O fato de alguns fungicidas mostrarem-se eficientes no controle
da doenca (PINTO; FERNANDES, 1995; PINTO, 2004; COSTA et
al., 2012) contribuiu para a aceitacao, quase unanime, do fungo
como o agente etioldgico da doencga. Contudo, estudo realizado
por Bomfeti et al. (2007) demonstrou de forma inequivoca

que os fungicidas que sao eficazes para o controle da doenca
no campo também inibem o crescimento da bactéria Pantoea
ananatis in vitro, e que os fungicidas ineficazes para o controle
da doenca no campo nao apresentam atividade inibidora sobre
o crescimento de P. ananatis.

Considerando as opinides discordantes sobre a identidade do
agente causal da doenca mancha-de-phaeosphaeria/mancha-
branca, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de um
agente bactericida no crescimento de Pantoea ananatis in vitro,
e sua eficiéncia na reducao da incidéncia de lesoes da MBM em
campo.

No presente trabalho, foi avaliado o efeito inibitério do
antibidtico Mycoshield® (17% oxitetraciclina) no controle do
crescimento de P ananatis em laboratorio e sua eficiéncia no
controle da doenca em campo. Folhas de milho com sintomas
da MFP foram coletadas de plantas crescidas no campo, na
fase de pendoamento. As folhas foram lavadas com sabao
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neutro e secas com papel esterilizado. As lesdes que se
encontravam no estadio 1 (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001)
e caracterizadas pela presenca de manchas cloréticas verde-
escuras, com aspecto de encharcamento (“anasarcas”), foram
destacadas das folhas e utilizadas para isolamento da bactéria
Pantoea ananatis. Apos a identificagcao bioquimica e molecular,
a linhagem E19 foi cultivada em meio Nutriente Agar (10° UFC)
na presenca de diferentes concentragdes do antibiotico (0,5;

1; 2; 3 e 3,59/l de meio de cultivo). O crescimento bacteriano
no mesmo meio sem o antibioético foi utilizado como controle.
Foram feitas cinco repeticoes por tratamento. O material foi
incubado durante 48 horas no escuro a 30 °C e as coldnias
crescidas foram contadas em um contador eletronico de
colonias.

No campo, dois hibridos de milho (HS200 e DAS657),
altamente suscetiveis a MBM, foram semeados. Apds 30 dias
da emergéncia, em intervalos de 15 dias, as plantas receberam
trés aplicagoes do antibidtico (2g/L). As plantas-controles
foram pulverizadas com agua destilada. As avaliagdes foram
realizadas quando a planta atingiu o estagio fenolégico 7,
segundo a escala proposta por Fancelli (1986), cerca de 24 dias
apos a polinizacao, caracterizado pela presenca de graos em
estado pastoso. As primeiras oito folhas de cada planta foram
avaliadas através da contagem do numero de lesoes por folha.
Vinte plantas de cada hibrido foram avaliadas e os dados foram

submetidos a analise da variancia (ANOVA) no esquema fatorial

2 x 2, sendo duas cultivares e dois tratamentos (tratado e
controle).

Todas as doses do antibiético Mycoshield inibiram
completamente o crescimento da bactéria P ananatis in vitro.

11
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A eficiéncia deste antibidtico também pode ser comprovada
em campo para ambos os hibridos suscetiveis, HS200 e
DAS657 (Tabela 1, Figuras 2 e 3), com reducao préxima a
90% no numero de lesoes por folha (Tabela 1) sem diferenca
significativa entre eles.

Tabela 1. Efeito inibidor do antibidtico Mycoshield® (17%
oxitetraciclina) sobre o numero de lesoes de MBM por folha em
dois hibridos de milho altamente suscetiveis (BRHS 200 e DAS
657) cultivados em campo (teste de Tukey p<0.05).

Tratamento com Mycoshield b8 a 22a

Controle 297b 255b

Figura 2. Plantas de milho da cultivar BRHS200. (A) Aplicacao
do antibiético Mycoshield® (17% oxitetraciclina); (B) Testemunha
(aplicacao de agua destilada).
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Figura 3. Plantas de milho da cultivar DAS 657. (A) Aplicagao de
antibiético Mycoshield® (17% oxitetraciclina); (B) Testemunha
(aplicacao de agua destilada).

Pinto (2004) e Pinto e Fernandes (1995) avaliaram a eficacia

de alguns fungicidas, entre eles o Mancozeb e o Benomyl,

no controle da MBM em condi¢des naturais de infeccao.

O Mancozeb foi efetivo no controle da doencga, o que foi
considerado como uma evidéncia de que os fungos deveriam
ser os agentes etioldgicos dela. Plantas tratadas com o
fungicida Benomyl apresentaram os sintomas da doenca,
porém, as lesoes eram destituidas de estruturas reprodutivas de
quaisquer espécies de fungos (PINTO; FERNANDES, 1995). Os
autores concluiram ser o Benomyl, para esta doenca especifica,
um agente fungistatico e nao fungicida, visto que o produto
afetou apenas a formacao das estruturas de reproducao do
fungo. Com bases nestas informacgoes, Bomfeti et al. (2007)
avaliaram o comportamento da bactéria P ananatis, quando
cultivada na presenca desses mesmos agroquimicos, assim
como o potencial destes no controle da doenca em condigoes
de infeccao natural em campo. Esses autores demonstraram
uma inibicao total do crescimento da bactéria em laboratoério
quando cultivada em presenca do Mancozeb. A aplicacao deste



14

Nova Evidéncia Comprovando ser a Bactéria Pantoea ananatis o Agente Etioldgico da
mancha-branca-do-milho (mancha-de-phaeosphaeria )

fungicida também resultou em controle eficiente da doenca

em campo em concordancia com os resultados obtidos por
Pinto (2004) e Pinto e Fernandes (1995). Os demais produtos
avaliados permitiram o crescimento da bactéria em laboratério
e nao foram eficientes no controle da doengca em campo.

Ainda segundo Bomfeti et al. (2007), o Benomyl ndao mostrou
qualquer efeito inibitério no crescimento da bactéria in vitro
explicando os resultados de Pinto e Fernandes (1995) quando
da aplicacao deste fungicida em campo. Bomfeti et al. (2007)
relacionaram a auséncia de estruturas reprodutivas fungicas
nas lesdes da mancha-branca descrita por Pinto e Fernandes
(1995), apds o tratamento das plantas com o fungicida Benomyl,
a atividade inibidora do fungicida sobre os fungos oportunistas
que colonizam as lesoes previamente provocadas pela bactéria.
Como Benomyl nao inibiu o crescimento de P. ananatis, os
sintomas da doenca persistiram no campo (BOMFETI et al.,
2007).

Na Africa do Sul também foi observado que o Benomyl nao
proporciona controle adequado da mancha-de-phaeosphaeria/
MBM (FLETT et al., 1996; KLOPPERS; TWEER, 2009). O
fungicida Benomy!l é seletivo para microtubulos de fungos

e age provocando despolimerizacao dos microtubulos do
citoesqueleto durante a meiose (HOCHWAGEN et al., 2005).
Além disso, o Benomyl causa pareamento parcial dos
cromossomos meioticos e interrupcgao do ciclo celular na fase
G2. A despolimerizacao dos microtubulos provoca mudancas
complexas no padrao de expressao dos genes meiose-
especificos, bem como alteracoes na expressao de /oci génicos
importantes para a progressao do ciclo celular (HOCHWAGEN et
al., 2005).
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Neste trabalho nao foi avaliada a produtividade na cultura

apos a aplicagao do antibidtico, pois nao foi nosso objetivo
fazer uma recomendacao de produto visando a producao do
milho, mas sim apresentar mais uma evidéncia que, sendo a
doenca causada por uma bactéria, a aplicacao de um produto
que a iniba in vitro deveria também inibi-la em campo. Estudos
realizados por Costa et al. (2012) demonstraram que os
antibidticos oxitetraciclina e kasugamicina apresentaram baixa
ou intermediaria eficiéncia no controle da MBM em condicao de
campo.

Concluindo, a reducao significativa no numero de lesoes
foliares de aproximadamente 90% com a aplicacao do
bactericida oxitetraciclina nas plantas do milho em campo,
associada a inibicao do crescimento de P ananatis quando
cultivada em laboratério em presenga do mesmo bactericida,
constitui uma comprovacao adicional de que a doenca mancha-
branca-do-milho, previamente designada como mancha-de-
phaeosphaeria e cuja etiologia ainda tem sido equivocadamente
atribuida a diferentes espécies de fungos, é causada pela
bactéria Pantoea ananatis, conforme foi postulado por Paccola-
Meirelles et al. (2001), e nao por um fungo ou um complexo de
espécies fungicas, como descrito por outros autores (RANE et
al., 1966; CARSON et al., 1991; FANTIN, 1994; AMARAL et al.,
2004, 2005; CARSON, 2001, 2005; CARLI, 2008).
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