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Resumo

Mancha-branca-do milho (MBM), também conhecida como
mancha-de-feosféria (MF), tornou-se uma das mais importantes
doencas do milho no Brasil. A etiologia da MBM/MF permanece
objeto de controvérsia e debate. Este estudo teve como objetivo
testar o fungo Phaeosphaeria maydis e a bactéria Pantoea
ananatis como agentes causadores da doenca MBM/MEF. As
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bactérias isoladas a partir de plantas com sintomas foram
identificadas pelos métodos morfologicos e moleculares. A
identidade dos isolados bacterianos foi confirmada por primers
especificos da espécie P. ananatis. O fungo P. maydis foi isolado
a partir de plantas do hibrido comercial DAS657 sensivel a
MBM/ME Plantas de DAS657 foram inoculadas com P. ananatis
(HR+) e P. maydis em casa de vegetacao. Plantas inoculadas
com P. ananatis reproduziram sintomas tipicos da doengca MBM/
MF e P. ananatis foi consistentemente reisolada das lesodes.

Para P. maydis, dois procedimentos diferentes foram testados:
suspensoes com 10 pseudotécios/ml e discos miceliais (1 cm
de didmetro) inoculados em plantas no estadio de 8 a 10 folhas.
Varias tentativas para cumprir os postulados de Koch com P.
maydis falharam. Estes resultados reforcam as evidéncias de
que a bactéria Pantoea ananatis € o agente causador da doenca
MBM/MF do milho.

Palavras-chave: mancha-foliar-de-feosféria; mancha-branca-do-
milho; postulado de Koch; Pantoea ananatis, Phaeosphaeria
maydis; etiologia.
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Abstract

Maize white spot (MWS), also known as Phaeosphaeria leaf
spot (PLS), has become one of the most important diseases

of corn in Brazil. The etiology of MWS/PLS remains subject of
controversy and debate. This study aimed to test the fungus
Phaeosphaeria maydis and the bacterium Pantoea ananatis as
causative agents of the MWS/PLS disease. Bacteria isolated
from symptomatic plants were identified by morphological

and molecular methods. The identity of the bacterial isolates
was confirmed by species-specific primers for P. ananatis
identification. The fungus Phaeosphaeria maydis was isolated
from plants of the commercial hybrid DAS657 susceptible to
MWS/PLS disease. Plants of DAS657 were inoculated with

P. ananatis (HR+) and P. maydis in the greenhouse. Plants
inoculated with P. ananatis reproduced typical symptoms of the
natural MWS disease and P ananatis was reisolated from typical
water-soaked lesions. For P. maydis, two different procedures
were tested: suspensions with 10* pseudothecia/ml and mycelia
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discs (1 cm diameter) inoculated into the leaf whorls of plants
at the 8 to 10 leaf stage. Several attempts to fulfill Koch’s
postulates with P. maydis consistently failed. These results
strengthen the evidences that Pantoea ananatis is the causative
agent of MWS/PLS disease of corn.

Keywords: Phaeosphaeria leaf spot; Maize white spot; Koch’s
postulates; Pantoea ananatis, Phaeosphaeria maydis; etiology.

Introducao

A mancha-branca-do-milho (MBM), também conhecida como
mancha-de-Phaeosphaeria, € uma das mais importantes
doencas da cultura do milho no Brasil. A doenca € endémica e
sua severidade tem aumentado significativamente a partir da
década de 1990, podendo ser encontrada hoje em praticamente
todas as regides brasileiras onde o milho é cultivado
(FERNANDES; OLIVEIRA, 1997; FANTIN, 1994). Nos ultimos
anos, ela tem ocorrido em elevada severidade em outros paises
(CARSON, 1999; POMINI et al., 2007; PEREZ-Y-TERRON et al.,
2009; ALIPPI; LOPEZ, 2010; CAPUCHO et al., 2010; KRAWCZYK et
al., 2010).

A doenca foi inicialmente descrita na india como
“Phaeosphaeria Leaf Spot” (PLS), e sua etiologia foi

atribuida ao fungo Phaeosphaeria maydis (RANE et al., 1966).
Posteriormente, a doenca foi descrita nos Estados Unidos
(CARSON et al., 1991; CARSON, 2005). No Brasil, a partir
dessas datas, passou a existir um consenso geral entre os
fitopatologistas e melhoristas de que o fungo P. maydis seria o
agente causal da mancha-branca-do-milho, e seu diagnostico
passou a ser relatado considerando-se apenas o aspecto visual
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das lesdoes em plantas cultivadas no campo (FANTIN, 1994;
PEGORARQO et al., 2001; PINTO, 1999; BRASIL; CARVALHO, 1998;
FERNANDES; OLIVEIRA, 1997; FIDELIS et al., 2007). Contudo,
evidéncias experimentais acumuladas ao longo dos anos 1990
e 2000 geraram muitas duvidas quanto a etiologia da mancha-
branca. Sao elas: 1) a frequéncia de P. maydis (10%) e seu
anamorfo Phylosticta sp. (7%) nas lesoes da mancha-branca
representam valores muito baixos, mesmo para as areas com
elevada severidade da doenca; 2) a presenca do fungo ainda
nao foi relatada em varias regioes produtoras de milho onde

a doenca ocorre com frequéncia elevada ; 3) varias tentativas
de realizar o postulado de Koch com o fungo P. maydis, em
diferentes instituicoes de pesquisa, consistentemente falharam
(PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001, 2002; BOMFETI et al., 2008;
CERVELATTI et al., 2002; CARLI, 2008; AMARAL et al., 2004;
2005).

Cervelatti et al. (2002) demonstraram que ambas as estruturas
reprodutivas, ou seja, sexuada (pseudotécio) e assexuada
(picnidio), encontradas frequentemente nas lesdes avancadas
da mancha-branca, e identificadas como sendo do fungo P.
maydis, forma imperfeita Phyllosticta sp. (RANE et al., 1966;
CARSON, 1999; AMARAL et al., 2005), representam duas
espécies distintas de fungos e nao correspondem aos estados
anamorfico e telemorfico do mesmo agente. O fungo isolado
dos picnidios foi identificado como Phoma tropica, uma espécie
saprofita (BOEREMA et al., 2004) que coloniza lesoes pré-
estabelecidas e nao corresponde a Phyllosticta sp. (CERVELATTI
et al., 2002).

No inicio da década de 2000, a bactéria P. ananatis foi descrita
como o agente etioldégico da mancha-branca, e a designacao
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mancha-branca-do-milho (Maize White Spot - MWS) foi
proposta para a doenga (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001,
2002). Apos essa data, varios estudos relataram o papel da
bactéria P ananatis na etiologia da doenca (POMINI et al., 2007;
BOMFETI et al., 2008; PEREZ-Y-TERRON et al., 2009; ALIPPI;
LOPEZ, 2010; KRAWCZYK et al., 2010; LANA et al., 2012).

Recentemente, varias outras espécies de fungos (Phyllosticta
sp., Phoma sp., P. sorghina, e Sporormiella sp.) isolados de
lesbes avancadas foram descritos como agentes etioldgicos da
mancha-branca no Brasil (AMARAL et al., 2004, 2005; AMARAL,
2005; CARLI, 2008). Contudo, falharam todas as tentativas
desses autores de realizarem os postulados de Koch, tanto para
P. maydis como para os outros fungos isolados de lesdes em
estadio avancado de mancha-branca (AMARAL, 2005). Além
disso, as inoculagoes desses fungos em plantas de milho
produzem sintomas muito diferentes daqueles caracteristicos
da mancha-branca (SAWAZAKI et al., 1997; PACCOLA-
MEIRELLES et al., 2001, 2002; CERVELATTI et al., 2002; AMARAL
et al., 2004, 2005; AMARAL, 2005; FIDELIS et al., 2007). Na
atualidade, a etiologia dessa doenca ainda constitui um topico
de discussao e debate.

Os sintomas da mancha-branca caracterizam-se inicialmente
pelo aparecimento de lesdes chamadas “anasarcas” de formato
circular, aquosas e verde-claras. Posteriormente, formam-se
lesdes necroéticas, de cor palha, circulares a elipticas, com
diametro variando de 0,3 a 1,0 cm. Geralmente, as lesoes

sao dispersas no limbo foliar, mas iniciam-se na ponta da
folha, progredindo para a base, podendo coalescer. Em geral,
os sintomas aparecem inicialmente nas folhas inferiores,
dispersando-se rapidamente para as folhas superiores, sendo
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mais severos apos o pendoamento. Normalmente nao sao
observados sintomas em plantulas de milho. Sob condicoes de
ataque severo, os sintomas da doenca podem ser observados
também na palha da espiga, podendo provocar seca prematura
das folhas e reducao no ciclo da planta e no tamanho e peso
dos graos (OLIVEIRA et al., 2004). As lesOes podem variar de
tamanho, de acordo com o nivel de resisténcia dos genotipos
de milho (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2002).

Dentre as estratégias de manejo da mancha-branca, o uso da
resisténcia genética é considerado uma alternativa mais viavel,
eficiente, segura e de menor impacto ambiental (SAWAZAKI et
al., 1997; PEREIRA et al., 2005, FIDELIS et al., 2007). Contudo, as
controvérsias sobre a etiologia da doenca e a falta de estudos
sobre o modo de dispersao do agente causal tém prejudicado
a escolha de medidas corretas de manejo da mancha-branca.
Portanto, faz-se necessario realizar estudos visando elucidar

a etiologia dessa importante doenca do milho. O presente
trabalho objetivou estudar a etiologia da mancha-branca

por meio de inoculagoes com o fungo P maydis e a bactéria
Pananatis, os dois principais organismos relatados como
agente causal dessa doenca no Brasil.

Material e Métodos

Isolamento e Identificacao da Bactéria P. ananatis

Este estudo foi conduzido na Embrapa Milho e Sorgo, Sete
Lagoas, Minas Gerais, Brasil. A bactéria P. ananatis e o fungo P.
maydis usados nesse estudo estao armazenados na colecao de
microrganismos do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Milho e Sorgo.
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O isolamento bacteriano foi feito a partir de folhas de plantas
que apresentavam sintomas iniciais tipicos de mancha-branca
de milho. As amostras de lesdes no estadio inicial, lesoes
encharcadas ou anasarcas (Figura 1a), foram coletadas no
campo e desinfestadas superficialmente segundo o protocolo
descrito por Paccola-Meirelles et al. (2001). Fragmentos de
lesoes individuais de mancha-branca e de folhas assintomaticas
foram colocadas em meio de cultivo semissélido TSA (Tryptic
(Trypticase) Soy Agar) sem a adicao de antibioticos e incubadas
a temperatura de 30°C por, aproximadamente, dois dias. O uso
de meio de cultivo sem antibidtico possibilitou o crescimento de
elevado numero de coldnias bacterianas de coloracao amarela,
(Figura 1A e 1B). Seis isolados que produziram col6nias de
coloragao amarela, uma caracteristica morfolégica associada
com a bactéria Pantoea ananatis, foram depositados no Banco
de Microrganismos do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Milho e Sorgo e receberam os seguintes identificadores:
CNPMSPAO06, CNPMSPA09, CNPMSPA10, CNPMSPA27,
CNPMSPA28 e CNPMSPA29.

11
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3 8
Figura 1. Sintoma inicial da mancha-branca com aspecto de
anasarca em condicao de campo (a); colénias de bactéria com
pigmentacao amarelada, isoladas das anasarcas e cultivadas
em meio de cultivoTSA (b); reacao de hipersensibilidade (HR)
em folhas de tabaco infiltradas com a bactéria P. ananatis
(reacoes positivas estao indicadas pela flecha) (c); sintomas
semelhantes aos da mancha-branca, em folhas do hibrido
DAS657, inoculadas com P. ananatis (d), sintomas da mancha-
branca em folha naturalmente infectada no campo (e).

Identificacao Molecular dos Isolados de Pantoea
ananatis

Os seis isolados com caracteristicas morfoldgicas de P. ananatis
foram previamente identificados por meio do sequenciamento
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do gene ribossomal 16S (LANA et al., 2012). No presente
estudo, o par de iniciadores espécie-especifico para P. ananatis
(ANAF: 5"-CGTGAAACTACCCGTGTCTGTTGC-3' e ANAR:
5-TGCCAGGGCATCCACCGTGTACGCT-3’) (FIGUEIREDO;
PACCOLA-MEIRELLES, 2012) foi usado para confirmar a
identidade dos isolados bacterianos. As rea¢goes de PCR

foram realizadas com 25 ng de DNA gen6mico mais 2.5 pl

de tampao de PCR 10X (Tris-HCI 20 mM, pH 8.4, KCI 50 mM,
gelatina 0,001%), iniciadores na concentracao de 2.0 uM cada,
dNTP 0,25 mM, MgCI2 2,56 mM, e 1 UTaq DNA polimerase
(Phoneutria, Belo Horizonte, Brasil) em um volume total de 25 pl
e incubadas no termociclador PTC-100 thermolcycler machine
(MJ Research, MS, USA) com as seguintes condicoes: um ciclo
para desnaturacao do DNA a 94 °C por 1 min, 30 ciclos de 1 min
a 94 °C, 1 min a 68 °C (anelamento) e 1 min a 72 °C (extensao).
Finalmente, as reag¢oes foram incubadas durante 10 min a 72°C.
Os produtos de amplificacao foram analisados por eletroforese
horizontal a 6 V/cm? em gel de agarose a 1,0% (wt/v) em tampao
TAE 1X (Tris-Acetate 0,04 M, EDTA 0,001 M, pH 8,0), adicionado
de brometo de etidio (0.5 mg/l). Apos a corrida, os géis foram
visualizados com luz ultravioleta e fotografados, e os padroes
obtidos foram comparados visualmente.

Reacao de Hipersensibilidade em Tabaco

Os seis isolados de P ananatis, que tiveram a identidade
confirmada molecularmente, foram inoculados em folhas de
tabaco (Nicotiana tabacum, cv. Petit Havana SR1) com o auxilio
de uma seringa hipodérmica para avaliar a inducao de reacao
de hipersensibilidade (HR) usando o protocolo descrito por
Lana et al. (2012). Cada inoculacao foi repetida trés vezes para
confirmacao da reacao HR.

13
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Preparo do Inoculo Bacteriano

A producao do in6culo bacteriano foi realizada com o isolado
CNPMSPAOQ9I, cuja reacao em tabaco foi positiva, cultivado em
meio TSB (Tryptic Soy Broth) durante 12 h a temperatura de 30
°C sob agitacao de 90 rpm em incubadora do tipo Digital/orbital,
modelo 0S22 (SC Cientifica). Em seguida, 1 ml da cultura foi
transferido para frasco contendo 100 ml de TSB e incubado
por 4 h, em temperatura de 30 °C e agitacao de 90 rom. Uma
solucao salina de 0.85% NaCl 1M foi adicionada ao inéculo,

e a concentracao foi ajustada para 10°-108 UFC/mI usando

um espectrofotometro. Plantas do hibrido suscetivel DAS657
cultivado em casa de vegetacao durante 25 dias foram usadas
no procedimento de inoculacao adaptado de Paccola-Meirelles
et al. (2001). Antes da inoculacao, as plantas, cujas folhas foram
esfregadas com esponja para provocar pequenos ferimentos,
foram colocadas em camara umida por periodo de 12 h. Em
seguida, a suspensao bacteriana foi aplicada nas superficies
adaxial e abaxial das folhas com o auxilio de um pulverizador
(PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001). As plantas inoculadas
foram mantidas na camara umida por aproximadamente 12 h
e transferidas posteriormente para a casa de vegetagcao com
temperatura de 30°C e 70% de umidade relativa. As plantas
usadas como controle foram aspergidas apenas com o meio
de cultivoTSB.Trés dias apds o aparecimento dos sintomas

de mancha-branca, amostras de lesdes foram coletadas para
reisolamento da bactéria P ananatis que foi designada por
CNPMSPAOQ9R.
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Isolamento do Fungo P. maydis e Inoculacao de
Plantas

Plantas do hibrido comercial DAS657, suscetivel a mancha-
branca, crescendo no campo experimental da Embrapa Milho
e Sorgo foram utilizadas para o isolamento do fungo P maydis.
LesOes avancadas apresentando sintomas caracteristicos da
mancha-branca foram coletadas, levadas para o laboratorio,
lavadas com sabao neutro, secas em temperatura ambiente

e armazenadas em camara umida. Apos 24 h, com auxilio

de uma lupa, estruturas fungicas similares a peritécio foram
visualizadas no tecido rompido. Essas estruturas foram
coletadas, transferidas para placas de Petri contendo agar,
0,012 mg/ml de antibidtico sulfato de estreptomicina e 20%
de extrato de folhas frescas de milho com pH ajustado

para 6,5 e incubadas a 20 °C com fotoperiodo de 12 h. Apds
10 dias, estruturas fungicas foram coletadas, observadas

ao microscopio e fotografadas. A chave dicotdmica para
identificacao de ascomicetos proposta por Hanlin (1998) foi
usada para a identificacao dos isolados.

Dois procedimentos diferentes foram usados para testar a
patogenicidade do fungo. No primeiro procedimento, 10 ml
de agua deionizada foram adicionados a cada placa de cultura
e os pseudotécios foram raspados do meio usando uma
laminula, e a suspensao foi filtrada em gaze. Apos ajustes

na concentragao, aproximadamente 10* pseudotécios/ml, a
suspensao foi pulverizada sobre as plantas de milho crescidas
em casa de vegetacao, 25 dias apos o plantio. No segundo
procedimento, adaptado de Carson (1999), discos miceliais com
aproximadamente 1 cm de diametro de cultura de P. maydis
emTSA foram retirados das placas e adicionados no cartucho
de plantas de milho no estadio de 8 a 10 folhas. As condicoes
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experimentais usadas para inoculacao de P. maydis foram as
mesmas usadas para inoculacao da bactéria P. ananatis.

Resultados e Discussao

Identificacao Molecular da Bactéria Pantoea ananatis
e Reacao HR

Conforme mostrado na Figura 1, bactérias de coloracgao
amarela, uma das caracteristicas morfolégicas de P. ananatis,
podem ser facilmente isoladas de lesdes jovens da doenca
mancha-branca-do-milho. Seis isolados bacterianos, cujas
identidades foram confirmadas por meio da utilizacao de
iniciadores espécie-especificos para P. ananatis (FIGUEIREDO;
PACCOLA-MEIRELLES, 2012), foram utilizados nos testes de
hipersensibilidade.

Trés dos seis isolados de P. ananatis testados para reagao de
hipersensibilidade em tabaco foram positivos, confirmando a
patogenicidade da bactéria (Figura 1c). Um dos isolados RH
positivo CNPMSPAOQ9I foi utilizado para a inoculacao de plantas
de milho em casa de vegetacao.

Postulado de Koch Utilizando a Bactéria P. ananatis

A reproducao dos sintomas da mancha-branca em plantas de
milho cultivadas em casa de vegetacao foi observada 12 h apos
a inoculacao com P. ananatis previamente isolada de lesdes

da mancha-branca cultivadas no campo. A progressao dos
sintomas da mancha-branca em plantas inoculadas na estufa
(Figura 1d) foi muito semelhante aos sintomas observados

em campo (figura 1e). As plantas utilizadas como controle nao
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desenvolveram sintomas. Depois de alguns dias, as lesoes
“anasarcas” (fase 1) progrediram para lesGes necroéticas

de coloracao na tonalidade palha (etapa 4). A bactéria de

cor amarela foi re-isolada a partir das lesoes, e os métodos
moleculares confirmaram a sua identidade como sendo P.
ananatis. Os resultados observados sao consistentes com

os relatos da literatura sobre a etiologia da mancha-branca
(PACCOLA-MEIRELLES et al, 2001, 2002; POMINI et al., 2007;
BOMPFETI et al., 2008; ALIPPI; LOPEZ, 2010; PEREZ-Y-TERRON et
al., 2009; KRAWCZYK et al., 2010; LANA et al., 2012).

Postulado de Koch Utilizando o Fungo P. maydis

Estruturas reprodutivas coletadas de plantas infectadas no
campo (Figura 2a) e incubadas durante 24 horas em cadmara
umida apresentaram estruturas semelhantes a pseudotécios
(Figura 2b). Sob o microscopio, ascas bitunicadas contendo em
média, oito ascosporos fusiformes, hialinos ou marrons com
trés septos transversais, sendo uma das células maior do que
as outras foram observadas nos pseudotécios (Figura 2c-2e).
Estas caracteristicas morfoldgicas também foram identificadas
em P. maydis, por Rane et al. (1966) e Carson et al. (1991).

De acordo com a chave dicotomica para identificacao de
ascomicetos proposta por Hanlin (1998), o fungo isolado a partir
de lesoes da mancha-branca em folhas de milho corresponde a
espécie Phaeosphaeria maydis.

Atualmente, existe apenas um relato na literatura especializada
descrevendo o sucesso no cumprimento dos postulados de
Koch para P. maydis (RANE et al., 1966). No presente estudo,
varias tentativas de reproduzir os sintomas da mancha-branca
empregando os dois diferentes métodos de inoculagao em
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plantas de milho, em casa de vegetacao, consistentemente
falharam. Esforcos infrutiferos para realizar os postulados de
Koch para mancha-branca com P. maydis, utilizando diferentes
métodos de inoculagao, também foram relatados por varios
autores (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001; CERVELATTI et al.,
2002; BOMFETI et al., 2008).

Figura 2. Estadio final de desenvolvimento de lesdes da
mancha-branca, apresentando estruturas reprodutivas

de P maydis no centro das lesoes. (a); visualizacao, com
microscopio estereoscopico, de pseudotécios no centro das
lesoes (b); pseudotécios com protusao de ascos visualizados
ao microscopio (c); ascos bitunicados com os ascoésporos (d);
visualizagao dos ascésporos de P maydis apresentando trés
septos e expansao da segunda célula (e).
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Deve ser ressaltado que as outras espécies de fungos isolados
de les6es da mancha-branca, tais como: Phyllosticta sp, Phoma
sorghina, Sporormiella Sp. (AMARAL et al. 2004, 2005; CARLI,
2008) nao foram testados no presente estudo, pois os sintomas
da doenca apresentados pelos autores como sintomas PLS-
like (AMARAL et al., 2005) sao muito diferentes dos sintomas
MWS/MP. Além disso, considerando-se o fato de que cada um
desses fungos estao restritos a determinada regiao (AMARAL
et al., 2004, 2005; AMARAL, 2005; CARLI, 2008), fica claro que
eles nao podem ser considerados como agentes etioldgicos da
mesma doenca.

Outros aspectos que devem ser considerados estao
relacionados com as formas Phyllosticta sp. e Sporormiella sp.
Cervelatti et al. (2002) e demonstraram que as estruturas de
reproducao sexuada e assexuada (pseudotécios e picnidios)
encontradas em lesdes avancadas de mancha-branca,
identificadas como sendo o fungo P. maydis (forma imperfeita
Phyllosticta sp.), pertencem a diferentes espécies de fungos, e
nao as formas teleomoérficas e anamaorficas do mesmo agente.
A correta identificacao de Phyllosticta sp. € Phoma tropica
(CERVELATTI et al., 2002), uma espécie de fungo saprofita
(BOEREMA et al., 2004).

Em relacao ao fungo Sporormiella sp., as espécies deste

género sao coprofilos obrigatérios e dependentes do sistema
digestivo dos herbivoros para sobreviver (AHMED; CAIM,

1972; GONZALES; HANLIN, 2008). Portanto, a presenca de
Sporormiella sp. em lesdes da mancha-branca deve ser o
resultado de artefato de inoculagao, conforme foi salientado por
Amaral (2005).
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Conclusoes

Sintomas semelhantes aos da mancha-branca foram
reproduzidos quando folhas de plantas de milho, cultivadas em
casa de vegetacao, foram inoculadas com a bactéria P. ananatis.

Os testes de HR em plantas de tabaco comprovaram a
patogenicidade de trés isolados de P ananatis utilizados neste
estudo.

Nao foi observado qualquer sintoma nas folhas das plantas de
milho, cultivadas em casa de vegetacao, quando inoculadas
com o fungo P. maydis, com as duas metodologias de
inoculacao utilizadas.
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