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GONCALVES, Ricardo Marcelo. Estudos etiolégicos da mancha branca do milho
e identificagcdo de hospedeiros alternativos de Pantoea ananatis. 2012. 86 f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2012.

RESUMO

A doenga mancha branca do milho (MBM) é alvo de divergéncias com relagdo a sua
etiologia. Alguns autores descrevem o fungo Phaeospharia maydis (forma
anamorfica Phyllosticta sp, sinonimia Phoma sp.) como agente etioldgico da doenga,
outros a bactéria Pantoea ananatis e ainda ha autores que relatam a existéncia de
diferentes agentes causais da doenga, como Phyllosticta sp., 0 Phoma sorghina e a
Sporormiella sp., e que dependendo do local, um ou outro fungo poderia ser o
agente causal da doenca. Desta forma, um dos objetivos deste trabalho foi
determinar a etiologia da doenga e avaliar a possibilidade de duas espécies de
gramineas do género Digitaria serem hospedeiros alternativos de P. ananatis.
Plantas de milho hibrido HS200 cultivadas em casa de vegetacdo (CV) foram
inoculadas com P. ananatis 45 dias apds a semeadura. Sintomas tipicos da doenca
MBM foram observados 10 dias apds a inoculacdo. As plantas permaneceram na CV
até as lesdes evoluirem para o estadio necrético quando procedeu-se a coleta das
folhas contendo as lesdes. Também foram coletadas a campo, folhas contendo
lesdes necrdticas resultantes de infecgao natural. Muitas das lesdes necroticas, tanto
aquelas obtidas por infeccdo natural, como aquelas obtidas por inoculagdo em CV
apresentaram estruturas fungicas em seu interior. As folhas foram lavadas e
segmentos foliares apresentando lesbes com estruturas fungicas foram
acondicionados em camara umida. Os fungos foram isolados, purificados e a técnica
da PCR foi usada para amplificar o espago interno transcrito (ITS) do rDNA. Os
amplicons foram sequenciados e a identificagdo dos isolados foi realizada pelo grau
de similaridade das sequéncias com aquelas depositadas no GenBank. Os fungos
isolados tanto de lesdes necroticas obtidas pela inoculagédo de P. ananatis em CV
como aquelas coletadas a campo foram identificados como pertencentes as
especies Epicoccum  nigrum, Leptosphaerulina chartarum, Fusarium
chlamydosporum, Alternaria alternata, Alternaria ricini, Fusarium equiseti, Gibberella
moniliformis (Fusarium moniliforme), Curvularia sp., Phoma sp. (sinonimia de varias
espécies de Phyllosticta sp.) e Phoma sorghina. Para fornecer maior subsidio com
relacdo a etiologia da MBM, também foi realizado o monitoramento das lesbes em
diferentes estadios de desenvolvimento. Para tanto, lesbes de MBM obtidas por
meio de infec¢cdo natural foram coletadas a campo, classificadas em quatro estadios
diferentes de desenvolvimento, de acordo com o progresso da lesao, e o DNA total
extraido de um pool de lesdes para cada estadio. Apos extragdo, o DNA foi
amplificado por PCR com primers especificos para P. ananatis (ANAF/ANAR) e
primers universais para fungos (ITS). P. ananatis foi identificada em todos os
estadios de desenvolvimento das lesbes, enquanto que fungos foram detectados
somente nos tecidos necréticos das lesdes. Os experimentos comprovaram que a
bactéria P. ananatis é o agente causal da MBM, e que os fungos instalam-se nas
lesdes preestabelecidas pela bactéria. A ocorréncia de hospedeiros alternativos de
P. ananatis foi analisada por meio de inoculagdes cruzadas realizadas em casa de
vegetacao entre os isolados: WT-2 (P. ananatis controle positivo, isolado da MBM);



Pa2DH (isolado obtido de lesbes de MBM, o qual foi inoculado e reisolado a partir de
lesbes de Digitaria horizontalis) e Pa1DlI (isolado de Digitaria insularis). A partir dos
sintomas obtidos, os reisolados foram empregados em sucessivas inoculagdes.
Sintomas da doenga foram observados em casa de vegetagdo 10 e 30 dias apds as
inoculagdes em plantas de Digitaria spp e milho, respectivamente. A bactéria foi
reisolada apos os testes de patogenicidade e todos os reisolados foram identificados
como P. ananatis por meio do sequenciamento parcial do gene 16S rDNA e dos
amplicons com os primers especificos ANAF/ANAR.

Palavras-chave: Phoma sp.. Digitaria sp.. Hospedeiros alternativos. Monitoramento
das lesoes.



GONCALVES, Ricardo Marcelo. Etiological studies of maize white spot and
identify alternative hosts for Pantoea ananatis. 2012. 86 f. Dissertation (Master’s
Degree in Agronomy) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

The maize white spot (MWS) disease is largely studed due to the divergence related
to its etiology. Some researchers describe the fungus Phaeospharia maydis
(anamorphic form of Phyllosticta sp., synonymy Phoma sp.) as the causal agent, and
some the bacteria Pantoea ananatis and yet another researchers who report the
existence of different causative agents of disease, Phyllosticta sp., Phoma sorghina
and Sporormiella sp., that depending on location, either fungus could be the causal
agent of disease. By this mean one of the goals of this work was to confirm the
etiology of MWS. Another goal of this work was to evaluate the possibility of two
grass species from Digitaria genus to be optional hosts for P. ananatis. Hybrid maize
plants HS200 were grown in a greenhouse and inoculated with P. ananatis 45 days
after planting. Characteristic symptons were observed 10 days after the inoculation.
The plants were held at the greenhouse until the injuries have developed to the
necrotic stage, when the leaves with the injuries were collected. Leaves were also
collected at field condition, containing necrotic injuries, caused by natural infection.
Many of the necrotic injuries, no matter if obtained by natural infection or by the
inoculation at the green house, have shown fungi structures in its interior. The leaves
were washed and sections showing injuries with central fungi structures were packed
into a moist chaimber. The fungi were then isolates, purified and the PCR technique
was used to amplify the internal transcribed spacer (ITS) of rDNA. The amplicons
were sequenced and the identification of the fungi isolates was performed by the
similarity degree of the sequencies with those deposited at GenBank. The fungi
isolates, both from the necrotic injuries acquired by the inoculation of P. ananatis in
greenhouse and those collected at field conditions were identified as belonging to the
species Epicoccum nigrum, Leptosphaerulina chartarum, Fusarium chlamydosporum,
Alternaria alternata, Alternaria ricini, Fusarium equiseti, Gibberella moniliformis
(Fusarium moniliforme), Curvularia sp., Phoma sp (synonymy of many species of
Phyllosticta sp.) and Phoma sorghina. To provide more subsidy relationed to the
etiology of MWS, also the monitoring of the injuries in diferente degrees of
development. For this, injuries of MWS were obtained at field condition by natural
infection, classified in four different development stages, according to the injury
development, and the total DNA was extracted from an injury pool for each stage.
After the extraction, the DNA was amplified by a PCR with specific primers for P.
ananatis (ANAF/ANAR) and the universal primers for fungi (ITS). P. ananatis is
present in every stage of the injury development, when the fungi were detected after
the injury tissue becomes necrotic. So these experiments proved to be the bacterium
P. ananatis the causal agent of MWS, and fungi install itself in the injures pre-
established by the P. ananatis bacteria. The incidence of optional hosts for P.
ananatis was analised through crossed inoculations, taken in a greenhouse between
the isolates: WT-2 (P. ananatis positive control, isolated from MWS), Pa2DH (isolate
taken from MWS injuries, which was inoculated and reisolated from Digitaria
horizontalis injuries) and Pa1DI (isolated from Digitaria insularis). From the gotten
symptons, the reisolate were used in subsequent inoculations. Disease symptons



were observed in greenhouse condition between 10 and 30 days after inoculation in
Digitaria and maize plants, respectively. The bacteria was reisolated after
pathogenicity tests and all of the reisolated were identified as P. ananatis by partial
sequencing of gene 16S rDNA and from the amplicons with specific primes
ANAF/ANAR.

Key-words: Phoma sp.. Digitaria sp.. Optional hosts. Injuries monitoring.
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Lesbes tipicas da doenga mancha branca do milho em diferentes
estadios de desenvolvimento. A: Lesdo no estadio inicial de
desenvolvimento, que se destaca por apresentar coloracéo
verde mais escuro em relacdo a cor do limbo foliar, também
conhecido por estadio anasarca. B: Lesdo em estadio necrético,
que com o progresso da doenga adquire a coloragado palha, se

destacando na folha como manchas brancas ..........ccccevveeeeeeneenn..

Cultura do isolado WT-2 de P. ananatis, apos 48h de incubagao

a 28 °C em meio de cultura Agar Nutriente, sendo possivel

visualizar coldnias isoladas tipicas desta espécie bacteriana. ............... 29

Imagens de géis de agarose a 1% para visualizagao do produto
de PCR de 32 isolados fungicos, com os primers ITS1/ITS4.
Aliquotas de 3 yL de DNA amplificado foram aplicados no gel. M
— Marcador molecular de 1 Kb plus DNA ladder, Invitrogen, EUA)

Sintomas da doenga mancha branca do milho classificados de
acordo com Paccola-Meirelles et al. (2001). A: Lesdes no estadio
1 de desenvolvimento, as lesdes anasarcas. B: Lesdes no
estadio 2, lesbes acinzentadas. C: Lesdes no estadio 3, tecido
necrotico de coloragdo palha, sem estruturas fungicas. D:
Lesbes no estadio 4, tecido necrético, de coloragédo palha, com

estruturas fungicas no centro das lesbes. E: Tecido

assintomatico, controle negativo ...........ccccoooeviiiiiiiiiii e,

Gel de agarose a 1 % para diagnostico da qualidade e
quantidade de DNA extraido a partir dos diferentes estadios de
desenvolvimento das lesbées de mancha branca do milho
segundo o protocolo de Wilson (1997). Todos os diferentes
estadios das lesbes mancha branca do milho estdo em
duplicata. 1: Estadio 1 (lesbes anasarcas); 2: Estadio 2 (lesdes
acinzentadas); 3: Estadio 3 (lesbes necréticas sem estrutuas
fungicas); 4: Estadio 4 (lesbes necroticas com estrutura fungicas

visiveis centralmente) e 5: tecido foliar assintomatico. As
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diluicbes da solugcdo de DNA aplicado no gel segue sempre a

ordem de puro (sem diluicdo), diluicao 10X e diluicdo 50X.................... 52

Gel de agarose a 1 % com produto da PCR com os primers
ANAF/ANAR especificos para P. ananatis, utilizando DNA
extraido de lesbes da mancha branca do milho em diferentes
estadios de desenvolvimento. 1: Estadio 1 (lesdes anasarcas); 2:
Estadio 2 (lesbes acinzentadas); 3: Estadio 3 (lesdes necroéticas
sem estruturas fungicas); 4: Estadio 4 (lesbes necréticas com
estruturas fungicas visiveis centralmente) e 5: tecido foliar
assintomatico. M: marcador molecular de 1 Kb plus da
Invitrogen; -: controle negativo da reagdo de PCR; +: controle
positivo da reacdo de PCR (DNA do isolado WT-2 de P.

ananatis). De 1 a 5 representa repeticdo dos respectivos

rA AMENTOS .o s

Gel de agarose a 1% com o produto da PCR do DNA total
extraido dos diferentes estadios de desenvolvimento das lesdes
da mancha branca do milho com os primers ITS1/ITS4,
universais para fungos. M: marcador molecular de 1 Kb plus
DNA ladder Invitrogen, EUA; +: controle positivo da reagédo de
PCR (DNA do isolado 1-12 de Colletotrichum gloeosporioides); -
controle negativo da reacdo de PCR; 1: Estadio 1 (lesbes
anasarcas); 2: Estadio 2 (lesdes acinzentadas); 3: Estadio 3
(lesbes necroticas sem estruturas fungicas); 4: Estadio 4 (lesdes
necroticas com estruturas fungicas visiveis no centro da lesdo) e
5: tecido foliar assintomatico. De 1’ a 5’ representa repeticao dos

respectivos tratamentos; M’: marcador molecular 1Kb da

AMRESCO, EUA e

Gel de agarose a 1% com o produto da PCR do DNA
amplificado com os primers universais fungicos (ITS1/ITS4) o
qual foi extraido de lesdes da mancha branca do milho em
diferentes estadios de desenvolvimento, porém sem que estas
tenham passado pelo processo de desinfeccdo. M: marcador

molecular de 1 Kb plus da Invitrogen; -: controle negativo da



reacao de PCR; +: controle positivo da reacédo de PCR (DNA do
isolado 1-12 de Colletotrichum gloeosporioides); 1: Estadio 1
(lesbes anasarcas); 2: Estadio 2 (lesbGes acinzentadas); 3:
Estadio 3 (lesbes necrdéticas sem estruturas fungicas); 4: Estadio
4 (lesbes necroticas com estruturas fungicas visiveis
centralmente) e 5: tecido foliar assintomatico. De 1 a %

representa repeticdo dos respectivos tratamentos..............cccceeeeeeinnnnn..

Figura9 — Folhas de gramineas do género Digitaria naturalmente
infectadas, mostrando lesdes semelhantes as da mancha branca
do milho. (A: Digitaria horizontalis e B: Digitaria insularis,
coletadas na area experimental da Embrapa-Soja, Londrina, PR,

= ]

Figura 10 —Lesdes causadas pela inoculagdao de P. ananatis em diferentes
gramineas em casa de vegetagcdo. Em cada foto, no canto
superior direito, € mostrado a lesdo em detalhe e setas amarelas
destacam as lesdes nas folhas. A: Lesdes em D. horizontalis
causadas pela inoculacdo do isolado PA2DH; B: Lesées em D.
horizontalis causadas pela linhagem WT-2; C: Lesbes em D.
horizontalis causadas pela reinoculacdo do isolado PA2DH; D e
E: LesbGes causadas pela inoculacdo do isolado PA1DI em D.
horizontalis; F: Lesbes em folha de milho HS200, causadas pelo
isolado PA2DH de D. horizontalis; G: Lesdées no milho HS200
causadas pelo isolado PA1DI de D. insularis; H: Lesdes no milho
HS200 causadas pela linhagem WT-2; |: Lesdes no milho HS200
causadas pelo isolado PA1DI de D. insularis, mostrando no
detalhe a lesdo em estagio inicial de desenvolvimento, chamada
anasarca; J: Lesbes em D. insularis causadas pela inoculacéo
da linhagem WT-2; L: Controle negativo de D. horizontalis; M:
Lesdes em D. insularis causadas pela inoculacdo do isolado
PA1DI do milho; N: Controle negativo de D. insularis; O: Controle
negativo do Milno HS200 ...

Figura 11 —Identificagdo dos isolados bacterianos por PCR utilizando os
primers especificos para P. ananatis (ANAF/ANAR). (1) WT-2



isolado de lesbes de campo em Zea mays; (2) WT-2 reisolado
de lesbes de Zea mays obtidas em casa de vegetacao; (3) WT-2
reisolado de lesbes de D. horizontalis obtidas em casa de
vegetacédo; (4) Pal1Dl isolado de lesbes de campo em D.
insularis; (5) Pa1Dl reisolado de lesbes produzidas em Zea mays
em casa de vegetagao; (6) Pa1DlI reisolado de lesdes de D.
horizontalis obtidas em casa de vegetacao; (7) Pa2DH isolado
de lesbes de D. horizontalis obtidas em casa de vegetacao; (8)
Pa2DH reisolado de lesbes em Zea mays obtidas em casa de
vegetacdo; (M) Marcador molecular 1Kb plus DNA ladder
(Invitrogen, EUA) ...

Figura 12 —Gel de agarose a 1 % para diagndstico da qualidade do DNA
extraido nos diferentes estadios de desenvolvimento da mancha
branca do milho com o protocolo modificado de Murray e
Thompson (1980). Na figura, A: lambda de 50 ng/uL de DNA; 1:
lesdes mancha branca do milho no estadio anasarca; 2: lesédo
acinzentada; 3: lesdo necrética mas sem estrutua fungica; 4:
lesdo necroética com estrutura fungica no centro e 5: tecido foliar
assintomatico. De 1’ a 5 representa repeticdo dos respectivos

A M N O ..

Figura 13 —Gel de agarose a 1 % com o produto de PCR com DNA extraido
dos diferentes estadios de desenvolvimento da mancha branca
do milho, amplificados com os primers ITS1/ITS4. M: marcador
molecular de 1 Kb plus da Invitrogen; -: controle negativo da
reacao de PCR; +: controle positivo da reagédo de PCR (DNA do
isolado 1-12 de Colletotrichum gloeosporioides); 1: lesbdes
mancha branca do milho no estadio anasarca; 2: lesbes
acinzentada; 3: lesbes necrotica mas sem estrutua fungica; 4:
lesdes necrética com estrutura fungica no centro; 5: tecido foliar
assintomatico e 6: DNA do isolado WT-2 (P. ananatis). De 1’ a 6’

representa repeticdo dos respectivos tratamentos.............ccccceeeeeennnnna

Figura 14 —Gel de agarose a 1 % com produto de PCR do DNA extraido dos

diferentes estadios das lesbes mancha branca do milho,



amplificado com os primers especificos para P. ananatis
(ANAF/ANAR). M: marcador molecular de 1 Kb plus da
Invitrogen; -: controle negativo da reagdo de PCR; +: controle
positivo da reacdo de PCR (DNA do isolado WT-2 de P.
ananatis); 1: lesbes mancha branca do milho no estadio
anasarca; 2: lesdes acinzentada; 3: lesdes necrdtica mas sem
estrutua fungica; 4: lesbes necrética com estrutura fungica no
centro; 5: tecido foliar assintomatico e 6: DNA do isolado WT-2

(P. ananatis). De 1" a 6 representa repeticdo dos respectivos

rA AMENTOS ..o
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho (Zea mays L.),
superado apenas pelos Estados Unidos e China. Em quantidade, o milho é a terceira
commodity mais produzida no pais (FAO, 2009). Em levantamento comparando as
safras 2008/2009, e projecdes para 2019/2020, as exportagcées de milho deveréao ter
um aumento de 80,3%. Isso sé sera possivel se houver aumento em produtividade
(MAPA/AGE, 2010).

O estado do Parana é o maior produtor de milho do pais, com uma
producao na safra 2009/10 de 13,4 milhdes de toneladas, com produtividade média
de 7680 Kg/ha em uma area plantada de 894 mil hectares na primeira safra e 4850
Kg/ha em uma area plantada de 1356 mil hectares na segunda safra. Na safra
2009/10, o Parana foi seguido em producéao pelos estados do Mato Grosso, Minas
Gerais, Rio Grande do Sul e Goias (CONAB, 2011).

Um dos fatores que vem contribuindo com a redugcdo da
produtividade da cultura sdo as doengas, merecendo destaque a mancha branca do
milho (MBM). Esta doenga encontra-se distribuida em quase todas as regides
brasileiras produtoras deste gréo. Em cultivares suscetiveis, a doenga apresenta alto
potencial de reducado da produtividade e em condi¢gdes de chuvas frequentes e bem
distribuidas, pode ocorrer com maior severidade. A MBM apresenta correlacéo linear
significativa com peso de graos, indicando que a mesma afeta drasticamente a
produtividade (SAWAZAKI et al., 1997). Levantamento realizado por Casela, Ferreira
e Pinto (2006) mostrou que as perdas provocadas pela MBM podem superar 60% da
producao.

As primeiras observagdes da doenca no Brasil foram relatadas na
década de 80. O ascomiceto Phaeosphaeria maydis (forma imperfeita Phyllosticta
sp.) foi descrito inicialmente como sendo o agente etiolégico da doenga (FANTIN,
1994). Em 2001, Paccola-Meirelles et al. descreveram a bactéria Pantoea ananatis
como agente causal da doenga MBM, posteriormente Amaral et al. (2004)
descreveram o fungo Phoma sorghina como sendo o provavel agente etioldgico. No
ano seguinte, Amaral et al. (2005) descreveram a existéncia de diferentes agentes
causais da doencga, Phyllosticta sp., Phoma sorghina e Sporormiella sp., e que

dependendo do local, um ou outro fungo poderia ser o0 agente etioldgico.
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Estudos recentes, realizados no México (PEREZ-Y-TERRON et al.,
2009), na Argentina (ALIPPI; LOPEZ, 2010) e na Polénia (KRAWCZYK et al., 2010)
empregando testes fenotipicos, bioquimicos e moleculares identificaram a bactéria
P. ananatis como agente causal de lesdes foliares de MBM.

Além de infectar plantas de milho, P. ananatis ja foi identificada em
outras culturas de importancia e também em plantas daninhas. Gitaitis et al. (2002)
utilizaram a técnica da PCR com primers especificos (PanITS1/ECS5) para identificar
a presencga da bactéria P. ananatis na forma epifitica em 25 plantas daninhas, todas
assintomaticas. Os autores concluiram que estas espécies de plantas seriam
provaveis fontes de indculos de P. ananatis para plantios de cebola nos EUA, onde
esta bactéria foi descrita como agente causal da podridao central da cebola. Esses
autores também identificaram a bactéria epifiticamente nas culturas de feijdo caupi e
soja (GITAITIS et al., 2002).

No ano de 2004, o pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo/Sete
Lagoas, MG, Brasil, Walter F. Meirelles, observou sintomas similares a MBM em
Digitaria horizontalis, uma graminea presente nas entrelinhas do plantio
experimental de milho na regido de Londrina, PR (comunicagao pessoal). A partir
das lesbes presentes nessa graminea foi isolada uma bactéria com coloragao e
morfologia semelhante a P. ananatis (ROCHA; PACCOLA-MEIRELLES, 2008).
Testes bioquimicos e o0 sequenciamento da regido intergénica dos genes
ribossomais 16S/23S permitiram identificar a bactéria como sendo P. ananatis
(ROCHA et al., 2010). A espécie D. horizontalis é considerada uma das plantas
daninhas mais comuns nas lavouras de milho, quando em sucessao com o préprio
milho safrinha ou outras culturas em plantio direto (PASQUALETTO et al., 2001),
mostrando-se predominante em campos experimentais de milho como em Sete
Lagoas, MG (OLIVEIRA et al.,, 2001). No género Digitaria estdo incluidas
aproximadamente 300 espécies, distribuidas em regides tropicais e subtropicais de
ambos os hemisférios (CANTO-DOROW, 2001).

Assim, o presente trabalho teve por objetivos:

1) Confirmar a etiologia da doenga, por meio de técnicas de identificagao
molecular, defendendo a hipétese de que os fungos observados nas
lesdes da MBM se instalam em lesbes preestabelecidas pela bactéria

P. ananatis;
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2) Avaliar a possibilidade de espécies do género Digitaria serem

hospedeiros alternativos para a bactéria P. ananatis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DA CULTURA DO MILHO (ZEA MAYS, L.)

A importdncia econbmica da cultura do milho deve-se,
principalmente, a grande versatilidade dos subprodutos originados para a
alimentagdo humana. Em algumas regides brasileiras, como o semi-arido nordestino,
o milho é usado como exclusiva fonte energética na alimentagdo humana. O milho
pode ser destinado para as industrias de xarope de glucose, corantes caramelo,
maltodextrinas, amidos alimenticios, amidos industriais, dextrinas, pré-gelatinizados
e adesivos. Porém, a maior demanda no pais, cerca de 70 a 80% da producao,
destina-se a suplementacdo da dieta animal, principalmente de aves e suinos
(DUARTE et al., 2006).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, superado
apenas pelos Estados Unidos e China. Em quantidade, o milho é a terceira
commodity mais produzida no pais (FAO, 2009), com aproximadamente 51,2
milhdes de toneladas produzidas em 2009 (FAO, 2009). O estado do Parana é o
maior produtor de milho do pais, com uma producado na safra 2009/10 de 13,4
milhdes de toneladas, produtividade média de 7680 Kg/ha, em uma area plantada de
894 mil hectares na primeira safra e 4850 Kg/ha em uma area plantada de 1356 mil
hectares na segunda safra. Na safra 2009/10, o Parana foi seguido em produgao
pelos estados do Mato Grosso, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Goias (CONAB,
2011).

As projecdes de producdo de milho no Brasil indicam um aumento
de 12,7 milhdes de toneladas quando se compara a safra 2010/11 com 2020/21. Em
2020/2021, as estimativas indicam uma producdo de 65,5 milhdes de toneladas e
um consumo de 56 milhdes de toneladas. Cerca de 86% da produc¢ao de milho sera
destinada ao mercado interno para atender o consumo humano, bem como para
fabricagcdo de ragao animal, principalmente para aves e suinos (MAPA/AGE, 2011).

Projecdo comparando a safra 2008/2009 com 2019/2020 no Brasil
indica que as exportagdes terdo um aumento de 80,3%, e como a tendéncia é
aumentar ainda mais a demanda externa, isso sera possivel se houver aumento em
produtividade, visto que a produgdo de milho esta projetada para crescer 2,67% ao
ano, enquanto a area plantada apenas 0,3% (MAPA/AGE, 2010).
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Um dos fatores que contribuem com a redugdo da produtividade do
milho sdo as doengas. A importancia de cada doenca é relativa, pois o numero de
incidéncia de cada uma esta condicionado a varios fatores, como escolha do cultivar,
condigdes climaticas que variam de ano a ano, a regido em que sera cultivado, entre
outros. As principais doencas foliares que acometem a milhocultura sao a
cercosporiose, ferrugem polissora, ferrugem comum, ferrugem tropical ou ferrugem
branca, helmintosporiose, mancha de diplodia e a mancha branca do milho (COSTA,
CASELA; COTA, 2009).

2.2 MANCHA BRANCA DO MILHO

2.2.1 Caracteristicas Gerais da Doenca Mancha Branca do Milho

A doenca MBM esta presente na América do Norte, Central e do Sul,
Asia e Africa (RANE; PAYAK; RENFRO, 1966; CARSON, 1999). No Brasil é
considerada uma das doencas foliares mais importantes para a cultura do milho,
devido a ampla distribuicdo no territorio nacional, estando presente em quase todas
as regidoes em que se pratica a milhocultura (FERNANDES; OLIVEIRA, 1997). A
doenca era mais frequente em plantas de milho no final de ciclo, porém tem incidido
em plantas mais jovens, podendo leva-las a seca prematura (BALMER; PEREIRA,
1987; FANTIN, 1994). Levantamento realizado por Fernandes e Oliveira (1997)
mostrou que as perdas provocadas pela doenca MBM podem atingir 60% da
producdo, quando incide em cultivares suscetiveis e sob condi¢cdes climaticas que
favoregcam a doenca. A reducdo de produtividade em plantas com MBM esta
relacionada com a reducdo de fotossintese decorrente da area foliar lesionada. Esta
reducao na atividade fotossintética pode ser causada pela redugao na interceptagao
da radiagao (IR) (necrose causada pelo agdo do patdgeno), e/ou minimizagdo da
eficiéncia de uso da radiacédo (EUR) interceptada no tecido verde remanescente
(alteragao da relagao de solutos entre as células do milho, alteragado na difusdo de
CO; na folha, etc.) (JOHNSON, 1987). Em MBM, ambos efeitos ocorrem (IR e EUR),
sendo que folhas com valores de severidade de 10-20% podem apresentar redugao
de 40% na taxa liquida fotossintética, resultando em queda na produc¢do de graos
(GODOY; AMORIM; BERGAMIN FILHO, 2001).

A condigao climatica ideal para favorecimento da doenga MBM ¢ alta



22

umidade relativa do ar associada a temperatura moderada (FANTIN, 1994), mais
precisamente, temperaturas noturnas em torno de 14 °C com umidade relativa do ar
maior ou igual a 70% (FERNANDES; SANS, 1994). Essas condigbes coincidem com
varias regides produtoras de milho no Brasil, principalmente em plantios tardios de
milho (a partir de outubro até maio), sendo observado o aumento da severidade da
doenca com o avancar das épocas de semeadura e um decréscimo nas ultimas
eépocas (GODOY; AMORIM; BERGAMIN FILHO, 1999). Estudo desenvolvido por
Pegoraro et al. (2001) confirma a hipotese de que semeaduras tardias na regiao Sul
do pais também aumentaram a severidade da doenca MBM, sendo que o més de
setembro apresentou menor severidade e maior produtividade de graos,
evidenciando que ha uma relagao linear significativa entre rendimento de gréos e
severidade. De acordo com Sawasaki et al. (1997), sob condi¢bes de chuvas
frequentes e bem distribuidas, o patégeno pode provocar maior severidade da
doenca e afetar drasticamente a produtividade. Pesquisa desenvolvida por Rolim et
al. (2007), mostraram que as condi¢des ideais para favorecer o desenvolvimento da
doenca no campo, a partir da data de semeadura sao, acumulos de temperatura de
aproximadamente 2.900 °C, concomitantemente a um acumulo de chuva ao redor de
350 mm, para qualquer tipo de gendtipo de milho.

A expresséo da doenca MBM é variavel dependendo do gendtipo da
planta de milho (SAWASAKI et al., 1997; CARSON, 1999; PEGORARO et al., 2002;
PACCOLA-MEIRELLES et al.,, 2002). Os efeitos de aditividade sdao de maior
importancia na heranca do carater resisténcia a MBM (efeitos de dominancia e
epistasia também tém participagdo), visto que sdo de extrema relevancia no
melhoramento genético de plantas, pois apenas os efeitos aditivos sdo herdaveis
(PEGORARO et al., 2002). Estudos sobre a reagao da resisténcia a MBM indicam
tratar-se de heranga genética quantitativa, prevalecendo a alta herdabilidade e os
efeitos génicos aditivos, sobre os efeitos de dominancia (CARSON, 2001,
PEGORARO et al., 2002, LOPES et al., 2007). Trabalhos envolvendo mapeamento
de QTLs (quantitative trait loci ou locos génicos que afetam um carater quantitativo)
de reacao de resisténcia a MBM, foram realizados com o propdsito de fornecer
dados mais precisos e informativos (LOPES, 2003; CARSON; STUBER; SENIOR,
2005). O predominio de poucos QTLs, alta herdabilidade e agdo génica aditiva com
relacéo a resisténcia a MBM, evidenciam que os métodos de selegao de progénies e

melhoramento de populagbes podem ser empregados com niveis altos de selegéo,
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pressupondo que o0s ganhos genéticos também sejam elevados. Meétodos
genealdgicos e de retrocruzamentos podem ser eficientes na obtengao de linhagens
resistentes (SILVA, 2002).

Além do clima e gendtipo de milho utilizado, deficiéncias no manejo
da cultura pode predispor a planta ao ataque de patégenos (BEDENDO, 1995). Com
relacdo a adubacdo, doses elevadas de fosforo (113 Kg/ha de P20s) nao
promoveram o aumento da incidéncia da doenga MBM, em qualquer que seja o
estadio de desenvolvimento da planta (FIDELIS et al., 2007). Em contrapartida, o
aumento da dose de adubacdo nitrogenada pode propiciar aumento drastico da
severidade (PARENTONI et al., 1996). Com sulfato de aménia, pode haver aumento
da severidade da doenga em cultivar suscetivel com semeadura tardia de 38% (0
Kg/ha de nitrogénio) para 73% (240 Kg/ha de nitrogénio), em solos do tipo terra roxa
estruturada eutrodfica (textura argilosa/muito argilosa) ou latossolo vermelho-amarelo
(textura arenosa) (COSTA, 2001). Contudo, plantas com doses de adubacobes
diferentes de formulados a base de N-P-K (nitrogénio, fosforo e potassio), néo
apresentaram diferengca quanto a severidade da doenga (PEGORARO et al., 2001;
SOUZA; DUARTE, 2002).

P. ananatis ja foi relatada como agente causal de lesdes foliares em
outras plantas como sorgo (Sorghum bicolor) (COTA et al., 2010), em eucalipto
(Eucalyptus spp) (COUTINHO et al., 2002), Sorghum sudanense (AZAD; HOLMES,;
COOKSEY, 2000), cebola (Allium cepa) (GITAITIS; GAY, 1997), na bainha da folha
do arroz (Oryza sativa) (COTHER et al., 2004).

2.2.2 Sintomatologia

No inicio da década de 1980, os sintomas da MBM foram descritos
como manchas foliares de cor verde palida ou cloréticas, as quais se tornam
esbranquicadas e com aspecto seco e margens de coloragdo marrom. As lesdes
normalmente apresentam formato oblongo e irregular, medindo entre 0,3 a 2,0 cm.
Em lesbes mais velhas € possivel visualizar pseudotécios e picnidios no interior das
lesbes (FANTIN, 1994). Os sintomas geralmente surgem nas folhas inferiores da
planta, progredindo rapidamente em diregdo ao apice, sendo mais severos apos o
estadio de pendoamento (FERNANDES; OLIVEIRA, 1997).

Segundo Paccola-Meirelles et al. (2001), lesdes jovens da MBM,
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apresentam coloragao verde escuro, com aspecto de encharcamento (Figura 1A).
Posteriormente, as lesdes tornam-se necréticas de coloragao palha (Figura 1B),
podendo ocorrer coalescéncia das lesdes. Os sintomas podem apresentar-se com
diferentes severidades conforme o gendtipo do milho (PACCOLA-MEIRELLES et al.,
2002).

Figural— Lesdes tipicas da doenga mancha branca do milho em diferentes
estadios de desenvolvimento. A: Lesdo no estadio inicial de
desenvolvimento, que se destaca por apresentar coloragcdo verde mais
escuro em relacado a cor do limbo foliar, também conhecido por estadio
anasarca. B: Lesdo em estadio necrodtico, que com o progresso da
doenca adquire a coloragao palha, se destacando na folha como
manchas brancas.

Paccola-Meirelles et al. (2001) classificaram as lesées da MBM em
quatro estadios diferentes de acordo com seu desenvolvimento:
= Estadio I: manchas esverdeadas do tipo anasarca;
= Estadio Il: manchas acinzentadas;
» Estadio Ill: manchas necréticas de cor palha sem estruturas
reprodutivas fungicas visiveis;
= Estadio IV: manchas necréticas de cor palha contendo estruturas

reprodutivas fungicas no centro.

2.2.3 Etiologia

A etiologia desta doenga ainda € muito controvérsa na comunidade
cientifica. A doenca foi relatada com ampla distribuicdo no territério nacional e
descrita no Brasil desde 1982. Fantin (1994) a identificou como sendo a doencga
mancha foliar de Phaeosphaeria, descrita na India por Rane, Payak e Renfro (1966),
tendo como agente causal o ascomiceto Phaeosphaeria maydis (HENNINGS, 1902)
Rane, Payak e Renfro (1966), sindbnimos Sphaerulina maydis (HENNINGS, 1902) e
Leptosphaeria zeae-maydis (SACCAS, 1951), forma imperfeita Phyllosticta sp.
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Posteriormente, a forma anamoérfica para P. maydis foi descrita como Phoma maydis
por Carson (1999). Phoma sp. e Phyllosticta sp. sao considerados similares e com
frequéncia tratados como sinénimos (BARNETT; HUNTER, 1998).

Em trabalhos posteriores, Paccola-Meirelles et al. (2001) isolaram de
lesbes anasarcas, em uma frequéncia de 63%, uma bactéria gram-negativa, ndo
esporulante, anaerébia facultativa, de crescimento mucoso a qual foi identificada
como Pantoea ananatis (sinbnimo Erwinia ananas). Esta bactéria foi inoculada em
folnas de milho em casa de vegetagédo, e os sintomas foram semelhantes aos
observados a campo. Os autores confirmaram os postulados de Koch e a doencga
passou a se chamar mancha branca do milho em substituicdo a mancha foliar de
Phaeosphaeria.

Inicialmente, a bactéria isolada por Paccola-Meirelles et al. (2001) foi
classificada como pertencente ao género Erwinia (PEROMBELON, 1992) e
identificada como Erwinia ananas. A espécie E. ananas foi transferida para o género
Pantoea (SERRANO, 1928), com o nome de Pantoea ananas por Mergaert;
Verdonck e Kersters (1993). Truper e De’Clari (1997) a renomearam para Pantoea
ananatis.

Em 2004, o fungo Phoma sorghina foi isolado de lesdes necroticas
coletadas no campo por Amaral et al. (2004), em uma frequéncia de 70%. Assim os
autores descreveram o fungo P. sorghina como agente causal da doenca.

Posteriormente, Amaral et al. (2005) relataram a existéncia de
diferentes agentes causais da doenca, a Phyllosticta sp., a Phoma sorghina e a
Sporormiella sp., e que dependendo do local, um ou outro agente poderia ser o
agente etioldgico. Nesse trabalho, os autores pesquisaram a interferéncia do local,
analisando lesbes originarias de Goias e Rio Grande do Sul e concluiram que P.
sorghina e Phoma sp. ocorrem em todos os ambientes, mas Sporormiella e
Phyllosticta sp. estdo restritos aos estados de Goias e Rio Grande do Sul,
respectivamente. Desse modo, as condigdes ambientais podem influenciar a
predominancia de um ou outro agente causal especifico.

As estruturas fungicas, picnidios e pseudotécios, presentes no
centro das lesbes foram atribuidas como sendo as formas anamorficas e
teleomorficas do fungo Phaeosphaeria maydis (FANTIN, 1994). No entanto, estas
estruturas foram analisadas e descritas por Cervelatti et al. (2002) como

pertencentes a fungos de espécies diferentes e ndo aos estados anamorficos e
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teleomorficos de um mesmo agente. Os picnidios eram pertencentes a Phoma
tropica, um fungo oportunista que geralmente incide em lesdes preestabelecidas por
outros agentes.

Paccola-Meirelles et al. (2002) avaliaram a reagdo de diferentes
gendtipos de milho quando inoculados com a bactéria P. ananatis em casa de
vegetacdo. Os sintomas foram similares aos sintomas observados no campo,
reforcando a hipétese de que o agente causal da doenca é a bactéria P. ananatis.

Bomfeti et al. (2008) utilizando técnicas de microscopia de luz e
microscopia eletrénica de transmissdo observaram grande numero de células
bacterianas ocupando os espacos intercelulares de lesbes de MBM. Estruturas
fungicas n&o foram visualizadas em lesdes jovens. Os primers para os genes 16S
rRNA e rpof de bactérias e oligonucleotideos universais ITS1/ITS4 para amplificar a
regido intergénica dos genes ribossomais 18S e 28S de fungos, foram empregados
por estes autores em reagdes de PCR para localizar, tanto a bactéria, quanto os
fungos, nos diferentes estadios das lesbes da MBM. No estadio de anasarca,
observou-se amplificacdo de DNA somente com os primers bacterianos. A
amplificacdo da regido ITS4 ocorreu somente em lesdes em estadios avangados de
desenvolvimento, quando o tecido ja se apresentava necrosado. Esses resultados
reforcaram a hipotese de que as lesées de MBM sao causadas pela bactéria e que
fungos oportunistas podem coloniza-las posteriormente.

Em milho, estudos recentes, realizados no México (PEREZ-Y-
TERRON et al., 2009), na Argentina (ALIPPI; LOPEZ, 2010) e na Polbnia
(KRAWCZYK et al, 2010), empregando testes fenotipicos, bioquimicos e
moleculares demonstraram que a bactéria P. ananatis € o agente causal de lesdes

foliares.

2.2.4 Epidemiologia

A doenga MBM encontra-se distribuida em quase todo territorio
nacional. P. ananatis foi identificada causando infeccbes tanto em plantas
monocotiledéneas quanto em dicotileddneas. Também ja foi reportada com
diferentes comportamentos, como epifitica ou endofitica, patogénica ou simbionte e
como saprofitica (COUTINHO; VENTER, 2009).

A bactéria foi identificada causando a podridao do centro de cebola
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(GITAITIS; GAY, 1997). Segundo Gitaitis et al. (2003), para a mesma doenga da
cebola, P. ananatis pode ser transmitida pelo inseto trips do tabaco Frankliniella
fusca, com uma frequéncia de 52% das plantas inoculadas com o vetor. Para a
mesma doenga, o patdogeno também pode naturalmente infestar e ser transmitida
por sementes de cebola (WALCOTT et al., 2002).

Gitaitis et al. (2002) utilizaram a técnica de PCR com primers
especificos (PanITS1/EC5) para identificar a bactéria P. ananatis na forma epifitica
em 25 plantas daninhas assintomaticas. Os autores descreveram essas plantas
daninhas como provaveis fontes de indculos para os plantios de cebola nos EUA.
Esses autores também identificaram a bactéria P. ananatis como sendo epifitica nas
culturas de feijdo caupi e soja.

Rijavec et al. (2007), apos desinfestagdo superficial de grdos de
milho e posterior germinagao sob condi¢cbes assépticas, isolaram P. ananatis, cuja
identidade foi confirmada por sequenciamento de DNA utilizando os primers
universais U986/L1401 para identificacdo de bactérias. Apds reisolamento da
bactéria a partir de grdos colhidos em duas semeaduras consecutivas, foi sugerido
que, no milho, pode ocorrer uma provavel transmissao vertical endofitica da bactéria

P. ananatis.

2.2.5 Controle da Doenga Mancha Branca do Milho

A forma mais eficiente para controle da doenca MBM tem sido feita
utilizando cultivares resistentes (PEREIRA; CAMARGO; CAMARGO, 2005). Em
alguns casos, quando o uso de cultivares suscetiveis se torna necessario, como em
campos experimentais de melhoramento genético, ou a utilizagdo de variedades por
pequenos agricultores que produzem suas proprias sementes para a proxima safra,
a adocgao de medidas de manejo integrado pode contribuir significativamente para a
reducdo da incidéncia da doenga ou até mesmo para garantir maior estabilidade de
cultivares resistentes, uma vez que a pressao de indculo sera menor. Dentre as
medidas de manejo podemos destacar o plantio em época adequada (para nao
coincidir o periodo critico da producdo com as condi¢des climaticas que melhor
favorecem o surgimento a doenga), adogdo de sementes com qualidade, rotagéo
com culturas nao suscetiveis, manejo adequado da lavoura (adubacéo, populacéo

de plantas adequadas, controle de pragas e plantas daninhas, que além de
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competirem com a cultura, podem ser hospedeiros alternativos para os patégenos)
(CASELA; FERREIRA; PINTO, 2006).

2.3 PANTOEA ANANATIS

Pantoea ananatis € uma bactéria gram-negativa, ndo esporulante,
com respiragao do tipo anaerobia facultativa e quando cultivada em meio de cultura,
apresenta colénias convexas de coloragdo amarelo brilhante, com bordos regulares
(Figura 2). O crescimento da bactéria pode adquirir aspecto mucoso quando em
meio de cultura devido a formagado de uma camada de exopolissacarideo (EPS). Em
estudo realizado por Morohoshi, Oseki e lIkeda (2011), os autores avaliaram o
isolado SK-1 e mutantes de P. ananatis, agente causal da podriddo central de
cebola, e inferiram que a producdo de EPS é devido a acil- homoserine-lactona
quando cultivados em meio de cultura acrescidos de glucose, frutose e sucrose,
porém a producdo de EPS ndo esta relacionada com a patogenicidade da bactéria
na cultura da cebola.

Nas condigdes climaticas do Brasil, onde prevalecem clima tropical e
subtropical, a maioria das plantas nao toleram o congelamento da agua nos espagos
intercelulares do tecido vegetal, que promove o rompimento e extravasamento do
conteudo celular e morte da célula. P. ananatis apresenta a capacidade de produzir
cristais de gelo em temperaturas que normalmente n&do poderiam ser formados
(WYSMIERSKI; ESCANFERLA; PACCOLA-MEIRELES, 2005). Esta propriedade
pode ajudar a esclarecer o progresso do sintoma de MBM, desde lesbes anasarcas
com aspecto de encharcadas até o tecido vegetal necrético com coloragao palha.
Esse fendbmeno recebe o nome de ice nucleation ou nucleagdo de gelo (INA)
(LINDOW; ARNY; UPPER, 1978). Esta propriedade ja foi relatada em Pseudomonas
(MAKI et al., 1974), Xanthomonas (KIM et al., 1987) e Pantoea (Erwinia) (LINDOW;
ARNY; UPPER, 1978), a qual pode estar relacionada com a viruléncia de bactérias
fitopatogénicas. A atividade ice nucleation em Erwinia herbicola é influenciada pelo
tipo de meio de cultivo, mostrando-se ativa em meio de cultura Agar Nutriente
suplementado com 2,5% de glicerol ou glucose, sendo que a quantidade de sintoma
€ maior quando aumentou-se o tempo de congelamento das plantas (acima de 6h)
apos as pulverizagdes com a suspensao bacteriana (LINDOW; ARNY; UPPER,

1978). O complexo agregado lipoglicoproteina gene de gelo esta localizado na
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membrana bacteriana e residuos de agucares, como manose, aumentam estes
agregados, que sdo estruturas mais eficientes na nucleagédo de gelo (KOZLOFF,;
TURNER; ARELLANO, 1991).

Outra propriedade que P. ananatis isolada da MBM possui, € o
mecanismo de quorum-sensing (POMINI; PACCOLA-MEIRELLES; MARSAIOLI,
2007), um mecanismo de comunicagao célula-célula que é dependente da
densidade populacional celular (KIEVIT; IGLEWSKI, 2000). Em P. ananatis, a
molécula sinalizadora da quorum-sensing € a acil-homoserine-lactona
(MOROHOSHI et al., 2007). Esta mesma substancia sinalizadora produzida por
Pantoea stewartii, agente causal da murcha do milho doce, controla a expressao de
exopolissacarideo que protege a célula bacteriana contra mecanismos de defesa da
planta e obstrui a circulagéo de fluidos no tecido vegetal, podendo levar a planta a
morte (BODMAN; FARRAND, 1995).

P. ananatis ja foi descrita em culturas como abacaxi, melao doce,
meldo, arroz, cebola, sorgo sudanense, eucalipto e tomate (SERRANO, 1928;
WELLS et al., 1987; BRUTON et al., 1991; WATANABE; KAWAKITA; SATO, 1996;
GITAITIS; GAY, 1997; AZAD; HOLMES; COOKSEY, 2000; COUTINHO; PREISIG,
2002; STALL; ALEXANDER; HALL, 1969).

Figura 2 — Cultura do isolado WT-2 de P. ananatis, apés 48h de incubagéo a 28
°C em meio de cultura Agar Nutriente, sendo possivel visualizar
colbnias isoladas tipicas desta espécie bacteriana.

2.4 O GENERO DIGITARIA SPP. E RELACAO COM P. ANANATIS

O género Digitaria pertence a familia Poaceae (antiga Gramineae),
subfamilia Panicoideae, tribo Paniceae. No género Digitaria estao incluidas

aproximadamente 300 espécies, distribuidas em regides tropicais e subtropicais de
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ambos os hemisférios (CANTO-DOROW, 2001). O Brasil é o pais das Américas com
maior numero de espécies de graminea do género Digitaria, totalizando 26 espécies.
O numero de espécies de Digitaria nas regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e
Nordeste sao equivalentes, apresentando uma reducgao significativa na regidao Norte.
Nessas regides, as espécies habitam areas abertas, sendo comum encontra-las em
locais modificados (CANTO-DOROW:; LONGHI-WAGNER, 2001).

No ano de 2004 o pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo/Sete
Lagoas, MG, Brasil, Walter F. Meirelles, observou sintomas similares a MBM em
Digitaria horizontalis, graminea presente nas entrelinhas de plantios experimentais
de milho na regidao de Londrina, PR (comunicacdo pessoal). A partir das lesdes
presentes nessa graminea uma bactéria de coloragao e morfologia semelhantes a P.
ananatis (ROCHA; PACCOLA-MEIRELLES, 2008) foi isolada. Testes bioquimicos e
0 sequenciamento da regido intergénica 16S/23S permitiram identificar a bactéria
como sendo P. ananatis (ROCHA et al., 2010). A graminea D. horizontalis é
considerada uma das plantas daninhas mais comuns nas lavouras de milho quando
em sucessao com o préprio milho safrinha ou outras culturas em plantio direto
(PASQUALETTO et al, 2001), mostrando-se predominante em campos
experimentais de milho como em Sete Lagoas, MG (OLIVEIRA et al., 2001).
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IDENTIFICACAO MOLECULAR DE FUNGOS ASSOCIADOS A LESOES
NECROTICAS DA MANCHA BRANCA DO MILHO

3.1 RESUMO E ABSTRACT

Resumo

A doenca mancha branca do milho (MBM) é caracterizada por lesées necréticas nos
tecidos foliares de milho sendo responsavel por perdas de até 60% nas lavouras. Os
sintomas tem inicio com a formacéo de lesdes anasarcas que posteriormente tornam-se
necroticas de coloragdo palha, podendo apresentar na regido central, estruturas
reprodutivas fungicas, como picnidios ou pseudotécios. As primeiras observagdes da
doenga no Brasil datam da década de 80, porém sua etiologia ainda tem sido
questionada. O ascomiceto Phaeosphaeria maydis (forma imperfeita Phyllosticta sp.
sinonimia Phoma sp.) foi descrito inicialmente como sendo o agente etiolégico da
doenga. Posteriormente, este agente foi questionado por outros autores que
descreveram a bactéria Pantoea ananatis como agente causal da doenga. Outro grupo
atribuiu a existéncia de diferentes agentes fungicos responsaveis pelos sintomas, a
Phyllosticta sp., 0 Phoma sorghina e a Sporormiella sp. que, dependendo do local, um
ou outro agente poderia iniciar o processo infeccioso. Nossa hipdtese é a de que a
bactéria P. ananatis € o agente causal da doenga e que diferentes espécies fungicas
podem se instalar em lesbes preestabelecidas pela bactéria, levando ao
desenvolvimento das estruturas fungicas observadas no centro das lesdes necréticas da
MBM. Assim, para confirmar esta hipotese, fungos isolados de lesbes necréticas da
MBM, obtidas tanto em condi¢des naturais de infec¢do como induzidas por P. ananatis
em casa de vegetacao, foram identificados molecularmente. Folhas de plantas de milho
hibrido HS200, cultivados em casa de vegetacdo (CV), foram inoculadas com P.
ananatis, 45 dias apos a semeadura. Sintomas tipicos da doenga MBM foram
observados 10 dias apds as inoculagdes e evoluiram para o estadio necrético com o
surgimento de estruturas reprodutivas fungicas (picnidios e pseudotécios) no centro das
lesdes. Folhas sintomaticas resultante de infestacdo natural, portadoras de lesdes
necroticas contendo estruturas reprodutivas fungicas, foram também coletadas, em
campos experimentais da UEL e da Embrapa Soja, Londrina, PR. Os fungos foram
isolados, purificados e a técnica da PCR foi usada para amplificar o espago interno
transcrito (ITS) do rDNA. Os amplicons resultantes foram sequenciados e a identificagéo
dos isolados fungicos foi realizada através do grau de similaridade das sequéncias aqui
obtidas com aquelas depositadas no GenBank. Os fungos isolados tanto de lesbes
necroticas obtidas pela inoculagdo de P. ananatis em casa de vegetacdo, como
daquelas coletadas a campo, foram identificados como pertencentes as espécies
Epicoccum nigrum, Leptosphaerulina chartarum, Fusarium chlamydosporum, Alternaria
alternata, Alternaria ricini, Fusarium equiseti, Gibberella moniliformis (Fusarium
moniliforme), Curvularia sp., Phoma sp. (sinonimia de varias espécies de Phyllosticta
sp.) e Phoma sorghina. Esses resultados confirmam ser a P. ananatis o agente
etiolégico da doencga, e indicam que as diferentes espécies fungicas presentes em
lesdes necrdticas, colonizam as lesdes preestabelecidas pela bactéria, apresentando
portanto, um comportamento oportunista.

Palavras — chave: Pantoea ananatis. Phaeosphaeria maydis. Phoma sp.
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MOLECULAR IDENTIFICATION OF FUNGI ASSOCIATED WITH MAIZE WHITE
SPOT

Abstract

The disease maize white spot (MWS) is characterized by necrotic lesions in the
maize leaves tissues, being responsible for up to 60% of losses in the fields gross
production. The symptons begin with anasarca injuries that further will turn into beige
necrotic injuries, which can show, in its central area, fungi reproductive structures,
such as pucnydia or pseudotecius. The first observations of this disease in Brazil are
dated of the 80’s decade, but its etiology is questioned yet. The ascomycota
Phaeosphaeria maydis (imperfect form Phyllosticta sp., synonymy Phoma sp.) has
initially been described as the etiologic agent of the disease. Later this agent was put
in doubt by another researcher, which described the bacteria Pantoea ananatis as its
causal agent. Another research group assigned to the existence of different fungi
agents to be responsible for the symptons, the Phyllosticta sp., the Phoma sorghina
and the Sporormiella sp., which dependending on the place it was foung, either could
start the infeccious process. Our hypothesis is that the bacteria P. ananatis is the
causal agente of the disease and that different fungi species can install themselves
into pre-established injuries caused by the bacteria, leading it to the development of
the fungi structures observed in the center of the MWS necrotic injuries. Therefore, to
confirm this hypothesis, the necrotic injuries isolated fungi from MWS, both taken
from field conditions (or natural infection) and those caused by P. ananatis in
greenhouse conditions, were identified molecularly. Leaves from the maize hybrid
HS200, cultivated in greenhouse, were inoculated with P. ananatis 45 days after
planting. Typical disease symptons appeared 10 days after the inoculations and
developed to the necrotic stage with the appearence of fungi reproductive strutctures
(pucnydia and pseudotecius) in the middle of the injuries. Symptomatic leaves
caused by natural infection, carrier of necrotic injuries contaning fungi reproductive
strutctures were also collected at experimental field at UEL and Embrapa Soja,
Londrina/PR. The fungi were then isolated the the PCR technique was used to
amplify the internal transcribed spacer (ITS) of the rDNA. The resulting amplicons
were sequenced and the identification of the fungi isolated was done by the similarity
degree of the sequencies here obtained with those deposited at GenBank. The
isolated fungi from the necrotic injuries, both from the greenhouse inoculation with P.
ananatis and those obtained at field conditions, were identified as belonging to the
following species: Epicoccum nigrum, Leptosphaerulina chartarum, Fusarium
chlamydosporum, Alternaria alternata, Alternaria ricini, Fusarium equiseti, Gibberella
moniliformis (Fusarium moniliforme), Curvularia sp., Phoma sp. (many species
synonymy of Phyllosticta sp.) and Phoma sorghina. These results confirm to be P.
ananatis, the causal agent of the disease, and indicate that different fungal species
present in necrotic lesions, coloniza lesions pre-established by the bacteria, thus
presenting an opportunistic behavior.

Key — words: Pantoea ananatis. Phaeosphaeria maydis. Phoma sp.
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3.2 INTRODUGAO

Uma das mais importantes doencas foliares da cultura do milho, a
mancha branca do milho (MBM), caracteriza-se por apresentar ampla distribuicdo
territorial e pela possibilidade de redugdes significativas de produtividade. Quando
incide em cultivares suscetiveis, as perdas podem ser superiores a 60% (PINTO,
1999; CASELA; FERREIRA; PINTO, 2006). Os sintomas iniciais da doenca
caracterizam-se por lesdes verde-escuro, com aspecto de encharcadas ou aquosas,
também conhecidas por anasarcas. Em estadios posteriores de desenvolvimento, as
lesdes adquirem coloragao palha, caracteristica de tecido vegetal necrético. Nestas
lesbes € possivel verificar a presencga de estruturas reprodutivas fungicas.

As primeiras observag¢des da doenca no Brasil datam da década de
80, porém sua etiologia ainda tem sido questionada. Fantin (1994) identificou esta
doenca como sendo a doenga mancha foliar de Phaeosphaeria, descrita na india por
Rane, Payak e Renfro (1966), tendo como agente causal o ascomiceto
Phaeosphaeria maydis (HENNINGS, 1902), sinonimia Sphaerulinia maydis
(HENNINGS, 1902), fase imperfeita Phyllosticta sp. Posteriormente a forma
anamorfica para P. maydis foi descrita como Phoma maydis por Carson (1999). As
espécies Phoma sp. e Phyllosticta sp. sdo consideradas similares e com frequéncia
tratadas como sindnimos (BARNETT; HUNTER, 1998). Em trabalhos posteriores,
Paccola-Meirelles et al. (2001), isolaram de lesbes anasarcas, em uma frequéncia de
63%, uma bactéria gram-negativa, nao esporulante, anaerdbia facultativa, de
crescimento mucoso a qual foi identificada como Pantoea ananatis (sinbnimo Erwinia
ananas). Esta bactéria foi inoculada em folhas de milho em casa de vegetacao, e os
sintomas foram semelhantes aos observados a campo. Os autores confirmaram os
postulados de Koch e a doenga passou a se chamar mancha branca do milho em
substituicdo a mancha foliar de Phaeosphaeria.

Inicialmente, a bactéria isolada por Paccola-Meirelles et al. (2001) foi
classificada como pertencente ao género Erwinia (PEROMBELON, 1992) e
identificada como Erwinia ananas. A espécie E. ananas foi transferida para o género
Pantoea, Pantoea ananas (SERRANO, 1928) por Mergaert; Verdonck e Kersters
(1993), Truper e De’Clari (1997) a renomearam para Pantoea ananatis.

Em 2004, o fungo Phoma sorghina foi isolado de lesdes necréticas

coletadas a campo por Amaral et al. (2004), em uma frequencia de 70%. Estes
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autores descreveram o fungo P. sorghina como o agente causal da doenca.
Posteriormente, Amaral et al. (2005) relataram a existéncia de diferentes agentes
causais da doenga, Phyllosticta sp., Phoma sorghina, Phoma sp. e Sporormiella sp.,
e que dependendo do local, um ou outro agente poderia ser o responsavel pelo
desenvolvimento dos sintomas. Neste mesmo trabalho, os autores pesquisaram a
interferéncia do local, analisando lesdes coletadas em Goias e Rio Grande do Sul,
inferindo que P. sorghina e Phoma sp. ocorrem em todos os ambientes, mas
Sporormiella sp. e Phyllosticta sp. estao restritos aos estados de Goias e Rio Grande
do Sul, respectivamente. Assim, condicdes ambientais poderiam influenciar a
predominancia de um ou outro agente causal especifico.

Paccola Meirelles et al. (2002) obtiveram sintomas da MBM,
semelhantes aos de campo, por meio da inoculacdo da bactéria em seis diferentes
linhagens de milho. Bomfeti et al. (2008), por meio de microscopia Optica,
microscopia eletrébnica de transmissdo e técnicas moleculares, detectaram um
grande numero de células bacterianas ocupando os espacos intercelulares na
epiderme foliar de lesbes de MBM, sendo que estruturas fungicas nao foram
visualizadas em lesdes jovens. Com a técnica molecular da PCR, com primers
universais fungicos e bacterianos, os autores observaram que ha amplificagdo de
DNA para o estadio anasarca da lesdao apenas com o0s primers bacterianos,
enquanto que com os primers fungicos, amplificacbes de DNA foram visualizadas
nos estadios mais desenvolvidos das lesbdes, quando o tecido vegetal ja se
apresenta necrotico.

A patogenicidade de P. ananatis em milho também foi relatada em
outros paises, como Africa do Sul (GOSZCZYNSKA et al., 2007), México (PEREZ-Y-
TERRON et al., 2009), Argentina (ALIPPI; LOPEZ, 2010) e Polénia (KRAWCZYK et
al., 2010).

O papel dos fungos observados no centro das lesdes necréticas
ainda tem sido questionado. Nossa hipotese € a de que P. ananatis é o agente
causal da doencga e que diferentes espécies fungicas podem se desenvolver nas
lesdes pré-estabelecidas pela bactéria. Assim, este trabalho objetivou a identificagao
molecular dos fungos isolados a partir de lesdes necroticas de MBM, obtidas tanto
em condicdes naturais de infeccdo como em lesdes necréticas obtidas pela

inoculacédo de P. ananatis em casa de vegetagao.
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3.3 MATERIAL E METODOS
3.3.1 Inoculagao de P. ananatis em casa de vegetacéo

Plantas de milho da cultivar HS200 foram cultivadas em casa de
vegetacdo em vasos de 30 L de capacidade, com 2 plantas por vaso. Com 45 dias
apds a semeadura, as plantas foram inoculadas com uma suspensao bacteriana de
10® UFC/mL em meio de cultura TSB (Tryptic Soy Broth) do isolado E-19 de P.
ananatis (ROCHA et al., 2010), obtido de lesbes anasarcas da MBM. A inoculagao
foi por aspersao até o ponto de escorrimento em folhas pré-feridas com esponja.
Apods a inoculagdo, as plantas foram mantidas em camara umida por 72 horas. A
temperatura da casa de vegetacéao ficou préxima de 30 °C com umidade relativa do
ar em aproximadamente 70%. Como testemunha, as plantas foram pré-feridas e

aspergidas apenas com meio de cultura TSB.

3.3.2ISOLAMENTO DOS FUNGOS OBSERVADOS NA REGIAO CENTRAL DE LESOES
NECROTICAS DA MANCHA BRANCA DO MILHO

Lesbes da MBM em estadio avangado de desenvolvimento (estadio
necrotico), apresentando na regido central estruturas reprodutivas fungicas visiveis
(picnidios e pseudotécios), resultantes da inoculacéo artificial com o isolado E-19,
foram coletadas na casa de vegetacao e lesbes MBM resultantes de infecgdes
naturais, foram coletadas nos campos experimentais da Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, PR e Embrapa Soja em Londrina, PR. No laboratério, as lesbes
foram lavadas com sabdo neutro e permaneceram em camara umida por 72 h para
estimular o desenvolvimento de estruturas propagativas fungicas. Sob observacao
em microscopio estereoscopico, esporos resultantes da exsudacado a partir das
estruturas reprodutivas como picnidios e pseudotécios foram transferidos para meio
de cultura BDA (Batata Dextrose Agar). Apés 15 a 20 dias de incubagdo a 25 °C,
cada isolado foi purificado por repicagem monospoérica em meio de cultura BDA e
incubado novamente nas mesmas condigdes descritas. Os isolados fungicos foram
estocados em placas de petri em meio de cultura BDA a 4 °C e repicados a cada 50

dias aproximadamente.
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3.3.3 Extracao de DNA Fungico, Amplificagao por PCR e Sequenciamento

O DNA gendmico foi extraido segundo o protocolo modificado de
Guthrie et al. (1992). Resumidamente, 500 mg de micélio seco de cada isolado
foram macerados com nitrogénio liquido em almofariz e pistilo, e transferido para
tubos Falcon de 50 mL contendo 5 mL do tampéao de extragao (0,1 M Tris-HCI pH
8,0; 0,2 M de NaCl; 0,02 M de EDTA; 1,0% SDS; 0,1 % de B-mercaptoetanol). Cada
tubo foi agitado vigorosamente até obter uma suspensdo homogénea e mantidos a
temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, adicionou-se igual volume de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1 v/v) em cada amostra, agitou-se vigorosamente, e
foi mantida por 10 min em temperatura ambiente. Restos celulares foram removidos
centrifugando-se a 4 °C com 8.000 rpm por 10 min. Aliquotas de 5 mL do
sobrenadante foram transferidos para novos tubos Falcon de 50 mL e adicionou-se
igual volume de etanol gelado em cada amostra, e inverteu-se suavemente por
varias vezes para precipitar os acidos nucléicos. Com auxilio de um gancho de vidro,
os acidos nucléicos foram enovelados e removidos, sendo lavados brevemente em
etanol 70% e dissolvidos com 0,5 mL de tamp&o TE (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA,;
pH 8,0) contendo 40 mg/mL de RNAse H. A qualidade do DNA foi confirmada com
espectrofotdmetro (DO 260/280) e por eletroforese em gel de agarose a 1% corado
com brometo de etidio (0,5 pg/pL). A concentracao final de DNA foi ajustada para 25
ng/uL.

Aproximadamente 25 ng de DNA de cada isolado foi utilizado para
amplificagdo por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) da regiao ITS do rDNA,
utilizando-se os primers universais ITS1 (5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3') e
ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) (WHITE et al., 1990). Os reagentes
para amplificagdo foram ajustados para a concentracao final de 25 uL (2,5 pL de
Tampao IB 10X (Phoneutria, Brasil); 1 yL de 5 mM de dNTP’s, 1 yL a 20 mM de
cada primer, 1 yL de 5 U/uL de DNA Taq Polimerase (Phoneutria, Brasil); 1 yL de
DNA; 17,5 uL de Hy0). As amplificagdes foram realizadas em termociclador
Eppendorf (Mastercycler gradient). As reagdes permaneceram a 95 °C por 3 min
para desnaturagao, seguidos de trinta ciclos a 95 °C por 30 seg, 50 °C por 30 seg e
72 °C por 30 seg, com periodo final de extensdo de 10 min a 72 °C. Apds a
amplificacdo, aproximadamente 5 yL das amostras foram submetidas a eletroforese

horizontal em gel de agarose a 1%, a 80 volts por 45 minutos, para diagnéstico. O
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tampao utilizado para preparo dos géis e na eletroforese foi o TAE 1X (0,004 M Tris-
acetato; 0,001 M EDTA, pH 8,0). Em seguida, os géis foram corados com brometo
de etidio (0,5 pg/uL) e visualizados sobre luz ultravioleta e as imagens digitais foram
capturadas e armazenadas com camera digital (Sony cyber-shot DSC-W110).
Aproximadamente 20 uL da PCR restante de cada amostra foram purificados de gel
de agarose a 0,8% com silica bead DNA gel extraction kit (Fermentas, Canada). Na
reacao de sequenciamento, os reagentes foram combinados da seguinte forma, 0,25
ML de BigDye Terminator (versdo 3.1, Applied Biosystems, EUA), 1 uL de primer (5
mM), 2 uL de tampéo de dilui¢cdo, e q.s.p. 10 uL de agua Milli-Q. Foram utilizados
200 ng de DNA purificados. As amostras foram colocadas em termociclador com o
seguinte ciclo de programa: 96 °C por 20 seg, 50 °C por 10 seg e 60 °C por 4 min,
totalizando 30 ciclos. Apdés, o DNA amplificado foi precipitado com 40 uL de
isopropanol a 75 %, permanecendo 15 min em temperatura ambiente. As amostras
foram centrifugadas por 20 min, 14.000 RPM a 4 °C, descartando-se o
sobrenadante. Foram adicionados 100 yL de etanol 70 % para limpeza do DNA,
centrifugado por 20 min, 14.000 RPM a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o DNA foi seco em temperatura ambiente no escuro e ressuspendido
em 10 pL de formamida. O DNA foi desnaturado por 5 min a 95 °C e resfriado em
gelo até a injecdo no sequenciador ABI3100 (Applied Biosystems). Cada isolado
teve suas sequéncias alinhadas e editadas utilizando-se o programa CAP3
Sequence Assembly Program (http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php). Os contigs foram
comparados com aqueles depositados no GenBank (http://
blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), para identificagdo por analise do grau de
similaridade entre as sequéncias, utilizando-se o programa BLASTn (ALTSCHUL et
al., 1990).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintomas tipicos da MBM apareceram 10 dias apds a inoculacéo e
as plantas foram mantidas na prépria casa de vegetacdo até que as lesdes
apresentassem o centro necrético com estruturas reprodutivas fungicas (picnidios
e/ou pseudotécios). Foram obtidos cerca de 70 isolados fungicos das lesdes
necroticas resultantes das inoculagdes com P. ananatis em casa de vegetacéo e de

lesdes resultantes de infecgdes naturais a campo. Destes, 32 isolados fungicos



39

(Tabela 1), foram identificados por sequenciamento genético a partir do produto de
PCR da regiao ITS (Figura 3). O grau de similaridade das sequéncias obtidas variou
de 98-100%, com relagdo as sequéncias depositadas no GenBank. Dos fungos
identificados, Epicoccum nigrum foi isolado com maior frequéncia, 68,75%, nos trés
locais do experimento (campo experimental da UEL, campo experimental da
Embrapa Soja e em lesbes induzidas por P. ananatis em casa de vegetacao). Este
fungo € um saproéfita cosmopolita que habita tanto ambientes naturais como
transformados, sendo que ja foi isolado do préprio milho e de restos vegetais, solo,
animais, frutas e tecidos (FARR; ROSSMAN, 2012). Esse fungo apresenta como
sinanamorfo Phoma epicoccina (PUNITHALINGAM; TULLOCH; LEACH, 1972).

Tabela 1 - Identificagdo molecular por sequenciamento genético da regido ITS do rDNA
de 32 isolados fungicos obtidos de lesdes necréticas de mancha branca do
milho.

LOCAL DE ORIGEM NUMERO DO
DO ISOLADO* ISOLADO
- 1-2-3-6-7-8-9-10-11-12-
Em%fa'- a/ g\é./a** 13-15-16-17-18-21-25-
pa S0 26-27-29-31-32

ESPECIE

Epicoccum nigrum

S chartaram UEL 4
Fusarium UEL 5
chlamydosporum
Alternaria alternata CV e UEL 14e 24
Fusarium equiseti Embrapa Soja 19
Gibberella moniliformis Embrapa Soja 20
Phoma sorghina Embrapa Soja 22
Curvularia sp. Embrapa Soja 23
Phoma sp. CVv 28
Alternatria ricini Ccv 30

*CV = Casa de Vegetagdo. Os isolados fungicos obtidos a partir de lesbes preestabelecidas pela
bactéria P. ananatis em casa de vegetacao;

**UEL e Embrapa Soja = Campos experimentais da Universidade Estadual de Londrina e Embrapa
Soja, Londrina/PR, respectivamente. Os isolados fungicos foram obtidos de lesdes resultantes de
infeccbes naturais nestes campos experimentais.
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Figura 3 — Imagens de géis de agarose a 1% para visualizagdo do produto de PCR de
32 isolados fungicos, com os primers ITS1/ITS4. Aliquotas de 3 uL de DNA
amplificado foram aplicados no gel. M — Marcador molecular de 1 Kb plus
DNA ladder, Invitrogen, EUA).

M "6 7 8 9 10 11
1 ¥
— ~500 pb
M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
~500 pb
24 25 26 27 28 29 30 31
-
| —
=
— ~500 pb

O fungo Phoma sp. foi identificado em lesbes de MBM, causadas por
inoculagao natural em campo na Embrapa Soja, Londrina, PR. Amaral et al. (2004)
isolaram este fungo em les6es da MBM em uma frequéncia de 70% das lesdes. Os
mesmos autores em trabalho posterior (Amaral et al., 2005) descreveram o
envolvimento de outras trés espécies fungicas, Phyllosticta sp., Phoma sorghina e
Sporormiella sp, com a doengca MBM, indicando a ocorréncia de um complexo
fungico responsavel pelo desenvolvimento dos sintomas, de forma que dependendo
do local uma ou outra espécie seria a responsavel pelos sintomas. No presente
trabalho, Phoma sp. também foi identificada em lesbes em casa de vegetagéo,

causadas pela inoculagédo apenas da bactéria P. ananatis. Isto refor¢a a hipétese de
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que a bactéria P. ananatis € o agente causal da doenca e que varios fungos,
incluindo espécies de Phoma, colonizam lesdes preestabelecidas pela bactéria.

Sporormiella sp. e Phaeosphaeria maydis nao foram identificados
em nenhum dos locais amostrados. Porém, a forma anamorfica de P. maydis,
Phoma sp., foi encontrada tanto em ambiente natural de infestagdo, como em lesdes
causadas apenas pela inoculagédo de P. ananatis em casa de vegetacéo.

Paccola-Meirelles et al. (1998) caracterizaram 1284 lesbes em 30
hibridos superprecoces e 1437 lesdes em 49 hibridos precoces quanto a presenca
de picnidios e de pseudotécios em lesdes necroticas da MBM. Nos hibridos
superprecoces, em 8,8% das lesdes foi observado somente a presenga de picnidios,
em 7,3% somente pseudotécios e em 2,0% ambas as estruturas. Na maioria das
lesbes analisadas, 79,3%, ndo foram detectadas estruturas reprodutivas fungicas.
Resultados semelhantes foram encontrados na caracterizagdo das lesbes dos
hibridos precoces, onde 14% das lesdes apresentaram somente picnidios; 13,6%
somente pseudotécios e 4% produziram ambas as estruturas; em 68,5% das lesdes
nao foram observadas estruturas reprodutivas fungicas. Essa alta frequéncia de
lesdes destituidas de estruturas fungicas, contribuiu para aumentar a possibilidade
de nao ser o fungo o agente causal da doencga. O fungo P. maydis foi isolado em
baixa frequéncia e varias outras espécies fungicas foram isoladas porém nao
identificadas. A baixa frequéncia de isolamento de P. maydis, 7% das lesbes
avaliadas, também foi documentada por Amaral et al. (2004) a partir de folhas
doentes coletadas no Rio Grande do Sul.

Com isto, os resultados sugerem que as diferentes espécies de
fungos identificadas nas lesdes necréticas tanto a campo bem como aquelas lesdes
resultantes da inoculagcdo da bactéria P. ananatis, estdo associados as lesdes,
porém comportam-se como oportunistas, sendo a P. ananatis a causa inicial para o

estabelecimento da doenca.
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MONITORAMENTO DOS ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO DAS LESOES DA
MANCHA BRANCA DO MILHO

4.1 Resumo e Abstract

Resumo

Diversas doencas foliares podem acometer o milho, porém uma das mais
importantes € a mancha branca do milho (MBM), devido a ampla distribuicdo no
territorio nacional e perdas que podem chegar a 60% da producdo. A doencga se
estabeleceu no Brasil na década de 80, mas ainda existem controvérsias quanto a
sua etiologia. O ascomiceto Phaeosphaeria maydis (forma imperfeita Phyllosticta sp.
sinonimia Phoma sp.) foi descrito inicialmente como sendo o agente etioldgico da
doencga. Posteriormente, este agente foi questionado por outros autores que
descreveram a bactéria Pantoea ananatis como agente causal da doencga. Outro
grupo atribuiu a existéncia de diferentes agentes fungicos responsaveis pelos
sintomas, como a Phyllosticta sp., o Phoma sorghina e a Sporormiella sp. que,
dependendo do local, um ou outro agente poderia iniciar o processo infeccioso. Este
trabalho teve por objetivo monitorar, por meio de PCR, os diferentes estadios de
desenvolvimento das lesbes da MBM a fim de identificar os microrganismos
presentes. Lesbes foram coletadas a campo, originados por infestacao natural, e
classificadas em quatro diferentes estadios. Como controle negativo, foi utilizado
tecido assintomatico da folha de milho. Foi utilizado o protocolo de extragdo de DNA
modificado de Wilson (1997), com as amostras tratadas previamente com
polyvinylpolypirrolidona. Para a técnica molecular da PCR foram utilizados os
primers universais fungicos (ITS1/ITS4) e para a detecgédo de P. ananatis, os primers
espécie-especificos ANAF/ANAR. O tratamento prévio das amostras com tampao
SPC (succinato citrato fosfato, acrescido de acido ascoérbico e
polyvinylpolypirrolidona), seguidas de extracdo de DNA pelo protocolo de Wilson
(1997), mostrou-se satisfatério com relacdo a quantidade e qualidade do DNA
extraido diretamente das lesdes. Constatou-se que a bactéria P. ananatis esta
presente em todos os estadios de desenvolvimento da doenca MBM. Apods
desinfestacao superficial das lesdes, amplificagcbes com os primers universais para
fungos foram mais nitidas nos estadios mais avangados da doenga, quando o tecido
vegetal apresenta-se necroético. Os amplicons de aproximadamente 500 pb com os
primers ITS1/ITS4 foram sequenciados e os contigs apresentaram maior
similaridade com Pleosporales sp. Estes resultados fornecem maiores subsidios
para inferir que o agente causal da doenga é a bactéria P. ananatis e que fungos
podem estar presentes nas lesdes necroticas preestabelecidas pela bactéria.

Palavras — chave: Pantoea ananatis. Phaeosphaeria maydis. Mancha de
Phaeosphaeria.
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MONITORING THE LESIONS DEVELOPMENT STAGES OF MAIZE WHITE SPOT

Abstract

Many leaf diseases can attack maize, but one of the most important is the maize
white spot (MWS), due to its large distribution in Brazilian national territory and to the
losses, which can achieve up to 60% of the gross production. The disease has
established in Brazil in the 80’s decade, but yet its etiology is put in doubt. The
aschomicetus Phaeosphaeria maydis (imperfect form Phyllosticta sp. Synonymy
Phoma sp.) has initially been described as the disease etiological agente. Later this
agent was put in doubt by other researchers which described the bacteria Pantoea
ananatis as its causal agent. Another reserch group attributed to different fungi
species to be the causal agent of the disease, the Phyllosticta sp., the Phoma
sorghina and the Sporormiella sp., which, depending on the infestation localization
within the territory, the disease could be caused by on or another. This research had
as goal monitor, using PCR technique, the different stages of development of the
MWS disease, to have means to detect microorganisms there present. Injuries have
been collected at field conditions, caused by natural infestation, and classified into
four different stages. As a negative control, the asymptomatic maize leaf tissue was
used. For DNA extraction, the Wilson (1997) modified protocol was used, with the
samples previously treated with PVPP. For the molecular technique of PCR, the
universal fungi primers ITS1/ITS4 were used, and for P. ananatis detection, the
ANAF/ANAR primers. The previou treatment of the samples with SPC buffer
(succinate phosphate citrate, added with ascorbic acid and PVPP), followed by the
DNA extraction by Wilson (1997) protocol, had show satisfactory results for both the
quantity and quality of the extracted DNA from the injuries. It was also verified that
the P. ananatis bacteria is present in every MWS disease development stage. After
the injuries were superficially disinfested, the amplification with universal fungi
primers were more clear in the most developed stages of the disease, when the
tissue is necrotic. The amplicons of nearly 500 pb with the ITS1/ITS4 primers were
sequenced and the contigs had show better similarity with Pleosporales sp. These
results provide better subsidy to infer that the causel agent of the disease it the
bacteria P. ananatis and that the fungi may appear at the necrotic injuries pre-
established by the bacterium.

Key —words: Pantoea ananatis. Phaeosphaeria maydis. Phaeosphaeria spot.

4.2 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € acometido por diversas doengas que podem
incidir em toda parte aérea da planta, como folhas, colmos e espigas. Uma das
principais doencgas foliares que incidem na cultura € a mancha branca do milho
(MBM), doenga que apresenta ampla distribuigdo no territorio nacional e pode causar
perdas superiores a 60% da produgdo (FERNANDES; OLIVEIRA, 1997).
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Os sintomas iniciais da doengca MBM caracterizam-se por lesbes
foliares oblongas de coloragao verde escuro em relagao a cor do limbo foliar, com
aspecto de encharcadas, também denominadas de anasarcas (PACCOLA-
MEIRELLES et al., 2001). Com o progresso da doenga, as lesdes adquirem
coloragao acinzentada até tornarem-se necréticas de coloracido palha. Neste estadio
de desenvolvimento, estruturas fungicas como picnidios e pseudotécios, podem ser
visualizados no interior das lesdes.

A etiologia dessa doenga € controversa entre a comunidade
cientifica. Grupos de pesquisadores defendem a idéia de que diferentes fungos
estdo envolvidos com a etiologia da doenga, como o ascomiceto Phaeosphaeria
maydis (FANTIN, 1994), Phoma sorghina (AMARAL et al., 2004), e até mesmo um
complexo fungico envolvendo Phyllosticta sp., Phoma sorghina e Sporormiella sp.
(AMARAL et al., 2005), entre outros. Por outro lado, a bactéria Pantoea ananatis
também foi descrita como sendo o agente causal da MBM (PACCOLA-MEIRELLES
et al., 2001).

As estruturas reprodutivas fungicas (picnidios e pseudotécios),
presentes no centro das lesdes necréticas da MBM, foram atribuidas por Fantin
(1994) como sendo as formas anamorficas e teleomoérficas do fungo Phaeosphaeria
maydis. No entanto, estas estruturas foram analisadas e descritas por Cervelatti et
al. (2002) como pertencentes a fungos de espécies diferentes e ndo aos estados
anamorficos e teleomorficos de um mesmo agente. Os picnidios foram descritos
como pertencentes a Phoma tropica, um fungo oportunista que geralmente ocorre
em lesdes preestabelecidas por outros agentes.

Para fornecer maior subsidio quanto a etiologia da doenga MBM,
este trabalho teve por objetivo monitorar, por meio da técnica molecular da PCR, os
diferentes estadios de desenvolvimento das lesées da MBM a fim de identificar os

microrganismos ali presentes.

4.3 MATERIAL E METODOS

Caracterizacao das lesfes: as lesbes de MBM foram obtidas de
amostras coletadas na Estagdo Experimental da Embrapa Milho e Sorgo, Sete
Lagoas, MG, e na Estacao Experimental do IAPAR, Londrina, PR, e classificadas em

4 estadios distintos, de acordo com classificacédo realizada por Paccola-Meirelles et
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al. (2001). O estadio 1 é caracterizado por lesdes de coloragao verde escuro quando
comparado ao limbo foliar que o delimita, também é conhecido por lesdo anasarca,
pois apresenta o aspecto de encharcamento. No estadio 2, a lesdo adquire uma
coloracédo acinzentada, em que ja € possivel notar os bordos bem delimitados. O
estadio 3 € quando o tecido vegetal esta necrético, ou seja, apresentando coloragéo
palha, porém sem estruturas fungicas no centro da lesdo. O estadio 4 é a ultima
etapa de desenvolvimento da doenga e o tecido da lesdo esta necrético e com
estruturas reprodutivas fungicas como picnidios e pseudotécios ocupando o centro
da lesdo. Segmentos extraido de tecido assintomatico, porém de plantas com a
doencga, foram utilizados como controle negativo, coletados das mesmas folhas em

que foram removidas as lesdes (Figura 4).

Figura 4 — Sintomas da doengca mancha branca do milho classificados de acordo
com Paccola-Meirelles et al. (2001). A: Lesdes no estadio 1 de
desenvolvimento, as les6es anasarcas. B: Lesbdes no estadio 2, lesdes
acinzentadas. C: Lesbes no estadio 3, tecido necrético de coloragao
palha, sem estruturas fungicas. D: Lesbes no estadio 4, tecido necrdético,
de coloragédo palha, com estruturas fungicas no centro das lesdes. E:
Tecido assintomatico, controle negativo.
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Na época de coleta, as plantas estavam no estadio de
pendoamento, classificacdo fenolégica Vt (MAGALHAES; DURAES, 2010).

Desinfestacao superficial das lesdes MBM: As folhas contendo as
lesdes da MBM foram coletadas e lavadas com sabao neutro. Apds secas, as lesdes
foram destacadas com auxilio de escalpelo e classificadas de acordo com o estadio
de desenvolvimento da doenga, como mostra a Figura 4. Para facilitar a
diferenciagcdo do estadio 3 do 4 (sem/com estruturas fungicas, respectivamente),
cada lesao foi observada com lupa de bolso que permite aumento de até 100 vezes.
Apoés classificadas, as lesdes foram desinfestadas superficialmente seguindo os
mesmos procedimentos de Paccola-Meirelles et al. (2001), que consiste em alcool
70% (1 min), cloramina-T a 2% (4 min), alcool 70% (30 seg), seguidas de seis

enxagues em agua estéril (30 seg cada).

Extracdo de DNA total das lesbes: Pesou-se aproximadamente
150 mg de lesdes em cada estadio de desenvolvimento. O experimento foi realizado
em duplicata. As amostras foram tratadas com 6 mL de tamp&o de succinato citrato
fosfato (SPC) (adicionado de acido ascorbico 01 M e 5 % de
polyvinylpolypirrolidona, PVPP). As amostras foram maceradas e filtradas com gaze
antes de permanecerem a 0 °C. Apos estas etapas, prosseguiu-se com o protocolo

para extracdo de DNA gendmico bacteriano proposto por Wilson (1997).

PCR e sequenciamento fungico para identificacdo: O DNA total
extraido dos diferentes estadios da MBM foram submetidos a amplificagcdo com os
primers universais para fungos do espacgo transcrito interno do rDNA (regido ITS),
ITS1 (5 — TCC GTA GGT GAACCT GCG G-3)e ITS4 (5 — TCC TCC GCT TAT
TGA TAT GC - 3’) (WHITE et al., 1990), com os quais s&o esperados fragmentos de
aproximadamente 500 pb. Para amplificacdo do DNA de P. ananatis foram utilizados
os primers especificos ANAF/ANAR (FIGUEIREDO E PACCOLA-MEIRELLES,
dados em publicagéo), que resulta em fragmentos com 360 ou 388 pb. Para reacéo
da PCR, os reagentes foram combinados com 2,5 uL de tampao de PCR 10X (20
mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCI) (Invitrogen), 1,0 uL de MgCl, (50 mM) (Invitrogen),
2,5 yL de dNTP MIX (2,5 mM), 1,0 yL de cada primer (5 mM) e 0,5 uL de Tag DNA
Polimerase (5U/ pL) (Invitrogen), 1 yL de DNA e volume final completado com agua
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Milli-Q para 25 uL. A amplificagao foi realizada em termociclador TX 96 (Amplitherm)
com programa ajustado para 3 min a 95 °C, seguido de 29 ciclos de 95 °C por 30
seg, temperatura de anelamento de 50 °C por 30 seg, 72 °C por 30 seg e extenséo
final de 10 min a 72 °C. O programa de amplificacdo com os primers bacterianos
diferiu apenas por utilizar temperatura de anelamento de 58 °C. O controle negativo
para a PCR foi realizado com a substituicdo do DNA por agua Milli-Q. Como controle
positivo para as reagbes da PCR foram utilizados DNA de Colletotrichum
gloeosporioides (isolado 1-12 pertencente a cole¢cdo de fungos fitopatogénicos do
lapar) para os primers universais fungicos e DNA de P. ananatis (isolado WT-2 da
colecao de bactérias fitopatogénicas do laboratério de genética de microrganismos,
CCB, UEL) para os primers ANAF/ANAR. O DNA amplificado foi analisado por
eletroforese horizontal, em gel de agarose ultra pura a 1% em tampédo TAE 1X
(0,004 M Tris-acetato; 0,001 M EDTA, pH 8,0) (80 V). Os géis foram corados com
brometo de etidio (0,5 pg/uL) e visualizados sob luz ultravioleta; as imagens digitais
foram capturadas e armazenadas com sistema de fotodocumentador L.Pix Image
(Loccus Biotecnologia). Considerando-se que para detecgdo dos fungos foram
utilizados primers universais, a identificacdo da espécie foi realizada por
sequenciamento genético diretamente do produto da PCR. Na reagdo de
sequenciamento, os reagentes foram combinados da seguinte forma, 0,50 pyL de
BigDye Terminator (versao 3.1, Applied Biosystems, EUA), 2 uL de primer (5 mM), 4
ML de tampao de diluicdo, e q.s.p. 20 yL de agua Milli-Q. As amostras foram
colocadas em termociclador com o seguinte ciclo de programa: 96 °C por 20 seg, 50
°C por 10 seg e 60 °C por 4 min, totalizando 30 ciclos. Apos, o DNA amplificado foi
precipitado com 80 uL de isopropanol a 75 %, permanecendo 15 min em
temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas por 20 min, 14.000 RPM a 4
°C, descartando-se o sobrenadante. Foram adicionados 100 uL de etanol 70 % para
limpeza do DNA, centrifugado por 20 min, 14.000 RPM a 4 °C. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o DNA foi seco em temperatura ambiente no escuro e
ressuspendido em 10 uL de formamida. O DNA foi desnaturado por 5 min a 95 °C e
resfriado em gelo até a injecdo no sequenciador ABI3100 (Applied Biosystems).
Cada isolado teve suas sequencias alinhadas e editadas utilizando-se o programa
CAP3 Sequence Assembly Program (http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php). Os contigs

foram comparados com aqueles depositados no GenBank (http:/
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blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificagdo por analise do grau de

similaridade entre as sequencias, utilizando-se o programa BLASTn.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento prévio das amostras de lesées MBM com o tampéo de
succinato citrato fosfato (SPC) (acrescido de acido ascoérbico 0,1 M e 5 % de
polyvinylpolypirrolidona, PVPP), seguido do protocolo de extracdo de DNA de Wilson
(1997), permitiu a obtencdo de DNA relativamente integro, livre da acgédo de
compostos fendlicos, encontrados em maior quantidade nos estadios mais
avangados da lesdo, ou seja, quando o tecido vegetal encontra-se necrotico. A
qualidade do DNA extraido foi aferida por eletroforese horizontal em gel de agarose,
onde também foram avaliadas diluicoes de 10 e 50 vezes para cada estadio de
desenvolvimento das lesbes da MBM (Figura 5). Levando-se em consideragao a
quantidade de material vegetal macerado para cada estadio (150 mg), a extragcéo
que nao sofreu diluicdo foi a que apresentou maior quantidade de DNA, sendo estas

as amostras utilizadas nas PCR posteriores.

Figura 5 — Gel de agarose a 1 % para diagnéstico da qualidade e quantidade de
DNA extraido a partir dos diferentes estadios de desenvolvimento das
lesbes de mancha branca do milho segundo o protocolo de Wilson
(1997). Todos os diferentes estadios das lesdes mancha branca do
milho estdo em duplicata. 1: Estadio 1 (lesdes anasarcas); 2: Estadio 2
(lesbes acinzentadas); 3: Estadio 3 (lesbes necroticas sem estrutuas
fungicas); 4: Estadio 4 (lesdes necroticas com estrutura fungicas visiveis
centralmente) e 5: tecido foliar assintomatico. As diluicdes da solugao de
DNA aplicado no gel segue sempre a ordem de puro (sem diluicdo),
diluicdo 10X e diluigao 50X.
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Como mostrado na Figura 6, um fragmento de 360 ou 388 pb
referente ao par de primers ANAF/ANAR, espécie-especifico para a bactéria P.
ananatis, resultou em amplificacédo positiva em todos os estadios de lesées da MBM,
indicando a presenca da bactéria P. ananatis no interior das mesmas desde o
estadio de anasarca. Por outro lado, os resultados da PCR utilizando os primers
ITS1/ITS4, universais para fungos (Figura 7), mostraram amplificacdo positiva
somente nos estagios 3 e 4, demostrando a presenga de DNA fungico nos estadios
mais avangados de desenvolvimento das lesdes, quando tem inicio o processo de
necrose. Desta forma, os fungos se instalam nas lesdes preestabelecidas pela
bactéria.

Resultados similares foram obtidos por Bomfeti et al. (2008), porém
os autores detectaram a presenca de bactéria apenas no estadio anasarca da lesao
MBM.

Figura 6 — Gel de agarose a 1 % com produto da PCR com os primers ANAF/ANAR
especificos para P. ananatis, utilizando DNA extraido de lesdes da
mancha branca do milho em diferentes estadios de desenvolvimento. 1:
Estadio 1 (lesbes anasarcas); 2: Estadio 2 (lesbes acinzentadas); 3:
Estadio 3 (lesbes necroticas sem estruturas fungicas); 4: Estadio 4
(lesbes necréticas com estruturas fungicas visiveis centralmente) e 5:
tecido foliar assintomatico. M: marcador molecular de 1 Kb plus da
Invitrogen; -: controle negativo da reagdo de PCR; +: controle positivo da
reacdo de PCR (DNA do isolado WT-2 de P. ananatis). De 1" a &
representa repeticado dos respectivos tratamentos.

360 ou 388 pb
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Figura 7 — Gel de agarose a 1% com o produto da PCR do DNA total extraido dos
diferentes estadios de desenvolvimento das lesbes da mancha branca
do milho com os primers ITS1/ITS4, universais para fungos. M: marcador
molecular de 1 Kb plus DNA ladder Invitrogen, EUA; +: controle positivo
da reacdo de PCR (DNA do isolado [-12 de Colletotrichum
gloeosporioides); -: controle negativo da reagdo de PCR; 1: Estadio 1
(lesbes anasarcas); 2: Estadio 2 (lesbes acinzentadas); 3: Estadio 3
(lesbes necroéticas sem estruturas fungicas); 4: Estadio 4 (lesbGes
necroticas com estruturas fungicas visiveis no centro da lesédo) e 5:
tecido foliar assintomatico. De 1° a 5 representa repeticdo dos
respectivos tratamentos; M’: marcador molecular 1Kb da AMRESCO,
EUA.

~ 500 pb

Na Figura 6 podem ser observadas variagdes de tamanhos entre os
diferentes produtos de amplificagdo de PCR com os primers ANAF/ANAR, espécie-
especificos para P. ananatis (FIGUEIREDO E PACCOLA-MEIRELLES, dados em
publicagdo). Isto pode ser explicado quando submetemos os primers ANAF e ANAR
para analise com o programa PrimerBlast, disponivel no @ site
www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/. Os resultados da analise revelam dois
fatos importantes. Primeiro, no Filo Proteobactéria, o par de primers reconhece uma
sequéncia de DNA especifica para P. ananatis. Segundo, duas linhagens de P.
ananatis, cujos genomas ja foram completamente sequenciados, apresentam
variagdes no comprimento da sequéncia reconhecida pelos primers ANAF e ANAR.
Na linhagem LMG 20103 (DE MAAYER et al., 2010) (codigo de acesso no NCBI:
NC_013956) a sequéncia flanqueada pelos primers ANAF e ANAR apresenta 360
pb, enquanto na linhagem AJ 13355 (codigo de acesso no NCBI: AP012032) essa

mesma regidao do DNA apresenta 388 pb. Portanto, os fragmentos resultantes da
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PCR com os primers espécie-especificos ANAF/ANAR, podem apresentar 360 pb ou
388 pb. De fato, o sequenciamento de aproximadamente 60 amplicons resultantes
da reacdo de PCR com os primers ANAF e ANAR mostrou que, em isolados
brasileiros de P. ananatis, essa regido do DNA apresenta 361 pb e 389 pb
(FIGUEIREDO E PACCOLA-MEIRELLES, dados em publicagéo).

Foi realizado o sequenciamento genético dos amplicons para
identificar a espécie fungica por meio do grau de similaridade com as sequéncias
depositadas no GenBank utilizando o programa Blastn. O sequenciamento genético
dos produtos da PCR apresentados na Figura 7, permitiu identificar fungos da ordem
Pleosporales, com grau de similaridade de 95% com as sequéncias depositadas no
GenBank. Esta ordem abriga uma grande quantidade de espécies de fungos
saprofitas, e também alguns endofiticos e epifiticos (ZHANG et al.,, 2009). O
sequenciamento permitiu evidenciar um grau de similaridade oscilando de 87-92%
com as espécies Phoma sp. e Phaeosphaeria sp., ambas pertencentes a ordem
Pleosporales.

Esses fungos aproveitam as lesdes induzidas pela bactéria para se
estabelecerem nas mesmas. Uma vez estabelecidos, os fungos se desenvolvem e
esporulam, de forma que suas estruturas reprodutivas possam ser visualizadas no
centro de lesbes necrdticas, como ja comprovado anteriormente.

Foi realizada nova extragdo de DNA seguindo 0s mesmos
procedimentos descritos anteriormente, porém utilizando as lesbes sem que estas
tenham sido desinfestadas superficialmente. Nestas analises, como esperado, os
resultados com os amplicons espécie-especificos, ANAF/ANAR, foram semelhantes
aos anteriores quando se utilizou lesdes desinfestadas. Porém a amplificacdo
utilizando os primers universais para fungos, o ITS1/ITS4, os resultados foram
diferentes (Figura 8). Amplificacdo de DNA fungico ocorreu em todos os estadios de
desenvolvimento das lesdes. Estes resultados demonstram que nos estagios 1 e 2,
estes fungos encontram-se superficialmente sobre as lesdes estabelecidas pela
bactéria de forma que o processo de desinfestacdo, promoveu a remocg¢ao dos
mesmos. No entanto em lesdes necroticas de estadio 3 e 4, estes fungos ja
conseguiram penetrar e fixar nas lesdes, de forma que, mesmo com o processo de

desinfestacéo superficial, ndo promove a sua remogao.
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Figura 8 — Gel de agarose a 1% com o produto da PCR do DNA amplificado com os
primers universais fungicos (ITS1/ITS4) o qual foi extraido de lesdes da
mancha branca do milho em diferentes estadios de desenvolvimento,
porém sem que estas tenham passado pelo processo de desinfecgao. M:
marcador molecular de 1 Kb plus da Invitrogen; -: controle negativo da
reagdo de PCR; +: controle positivo da reagdo de PCR (DNA do isolado
[-12 de Colletotrichum gloeosporioides); 1: Estadio 1 (lesdes anasarcas);
2: Estadio 2 (lesbées acinzentadas); 3: Estadio 3 (lesdes necroticas sem
estruturas fungicas); 4: Estadio 4 (lesbes necréticas com estruturas
fungicas visiveis centralmente) e 5: tecido foliar assintomatico. De 1" a &’
representa repeticao dos respectivos tratamentos.

+ 1.2 3 £5 12 3 40s

Similar aos resultados obtidos anteriormente, o sequenciamento dos
fragmentos de DNA amplificados permitiu determinar que os fungos presentes nas
lesbes ndo desinfestadas também pertencem a ordem Pleosporales, com grau de
similaridade com Phoma e Phaeosphaeria oscilando de 87-92%.

Os resultados aqui apresentados permitiram concluir que a bactéria
P. ananatis encontra-se presente em todos os estadios da lesdo da MBM. Fungos,
principalmente da ordem Pleosporales, podem se instalar em lesées em estadios

mais avangados, apresentando neste caso, um comportamento oportunista.
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DIGITARIA HORIZONTALIS E DIGITARIA INSULARIS HOSPEDEIROS
ALTERNATIVOS DE PANTOEA ANANATIS, AGENTE CAUSAL DA MANCHA
BRANCA DO MILHO

5.1 RESUMO E ABSTRACT

Resumo

Lesbes foliares morfologicamente semelhantes as lesdes da mancha branca do
milho (MBM) foram observadas a campo nas plantas daninhas Digitaria horizontalis
e Digitaria insularis. Das lesbes de D. Insularis foram isoladas bactérias com
caracteristicas semelhantes ao do agente causal da MBM, Pantoea ananatis. Estes
isolados foram empregados em inoculagbes cruzadas com plantas de milho em
ambiente controlado. O objetivo deste trabalho foi o de determinar a condi¢cao
dessas duas espécies de gramineas como hospedeiros alternativos de P. ananatis.
Foram utilizados os isolados WT-2 (P. ananatis controle positivo); Pa2DH isolado de
lesdes foliares da MBM e Pa1lDl isolado de lesdes foliares de D. insularis. Os
reisolados empregados em sucessivas inoculagées permaneceram com as mesmas
nomenclaturas. Sintomas da doenga foram observados em casa de vegetagao dez e
trinta dias apos as inoculagdes em plantas de Digitaria spp e milho, respectivamente.
Os isolados foram identificados por comparagdo do grau de similaridade das
sequéncias parciais do gene 16S rDNA e dos amplicons com 0s primers espécie-
especificos ANAF/ANAR, para P. ananatis de milho e sorgo, com as sequéncias
depositadas no GenBank. Os resultados permitiram confirmar que Digitaria
horizontalis e Digitaria insularis sao hospedeiros alternativos de P. ananatis.

Palavras — chave: Zea mays. Bactéria. Mancha de Phaeosphaeria e planta daninha.

DIGITARIA HORIZONTALIS AND DIGITARIA INSULARIS, ALTERNATIVE HOSTS
FOR PANTOEA ANANATIS, THE CAUSAL AGENT OF MAIZE WHITE SPOT
DISEASE

Abstract

Leaf lesions, similar to maize white spot (MWS) were observed in the weeds Digitaria
horizontalis and Digitaria insularis. Bacterium similar to Pantoea ananatis, the causal
agente of MWS were, isolated from D. insularis. The isolates were used in cross-
inoculations in maize plants in greenhouse condictions. The goal of this research was
to confirm these two weed species as alternative hosts for P. ananatis. The isolates
selected for this purpose were: WT-2 (P. ananatis positive control); Pa2DH isolated
from leaves injuries of maize plants with MWS in the conditions, and Pa1DI, isolated
from leaves D. insularis with MWS-like injures. The reisolates were used in succesive
inoculations and symptoms of the disease were observed in greenhouse between 10
to 30 days after the bacterial inoculation of Digitaria and maize plants, respectively.
The isolates were identified by nucleotide similarity comparison of the partial
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sequences of the 16S rDNA gene and the amplicons with the ANAF/ANAR species-
specific primers for P. ananatis.With the DNA sequences deposited in GenBank. The
results showed that Digitaria horizontalis and Digitaria insularis are alternative hosts
for P. ananatis.

Key —words: Zea mays. Bacteria. Phaeosphaeria spot and weed plant.

5.2 INTRODUCAO

A doenga mancha branca do milho (MBM) encontra-se distribuida
em quase todas as regides produtoras de milho do Brasil. Perdas de produtividade
provocadas pela MBM podem ser superiores a 60% em determinadas condigdes
(PINTO, 1999; CASELA; FERREIRA; PINTO, 2006). Em condigbes favoraveis, a
doenga causa sérios danos ao processo de enchimento de graos, levando a seca
prematura da planta, com reducao do ciclo e quedas acentuadas no tamanho e peso
dos graos.

O agente causal da MBM é a Pantoea ananatis (PACCOLA-
MEIRELLES et al., 2001) (sinbnimo Erwinia ananas), € uma bactéria gram-negativa,
nao esporulante, anaerdbia facultativa, formadora de colbnias com crescimento
mucoso e de coloragdo amarelo brilhante quando em meio de cultura. Os sintomas
iniciais da MBM caracterizam-se pela formacao de lesdes foliares verde escuro, com
aspecto encharcado do tipo anasarca, tornando-se acinzentadas e posteriormente
necroticas de coloragdo palha (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001), podendo
ocorrer coalescéncia de lesées quando em ocorréncias mais severas (CASELA,;
FERREIRA; PINTO, 2006). A bactéria sobrevive epifiticamente sobre as folhas do
milho (WYSMIERSKI; REAL; PACCOLA-MEIRELLES, 2006), podendo ocorrer a
entrada da bactéria nos tecidos foliares por aberturas naturais como estématos, ou
ainda em decorréncia de ferimentos foliares originados pela acéo abrasiva das
particulas do solo, habitos alimentares dos insetos e até mesmo o atrito planta-
planta provocado pela agao de ventos. Bomfeti et al. (2008) demonstraram por meio
de microscopia de luz e microscopia eletronica a presenga da bactéria nos espagos
intercelulares do tecido foliar.

P. ananatis ja foi relatada causando sintomas tanto em plantas
monocotiledéneas quanto em dicotiledéneas. Culturas como abacaxi, meldo doce,
mel&o, arroz, cebola, sorgo sudanense, eucalipto e tomate foram descritas como
hospedeiras de P. ananatis (SERRANO, 1928; WELLS et al., 1987; BRUTON et al.,
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1991; WATANABE; KAWAKITA; SATO, 1996; GITAITIS; GAY, 1997; AZAD;
HOLMES; COOKSEY, 2000; COUTINHO et al., 2002; STALL; ALEXANDER; HALL,
1969).

No ano de 2004, o pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo, Walter
F. Meirelles observou, em areas de plantio de milho na regido de Londrina, PR, uma
alta incidéncia de lesbGes foliares em D. horizontalis, uma planta daninha
frequentemente encontrada em lavouras de milho (comunicagdo pessoal). O que
chamou a atencdo do pesquisador foi a semelhanga morfolégica dessas lesdes
foliares com aquelas da MBM (Figura 9A). Esta incidéncia foi posteriormente
observada pelo mesmo pesquisador em Ponta Grossa, PR e em Passo Fundo, RS,
porém com intensidade variada (comunicagdo pessoal). O material foi entdo
coletado e dele isolado uma bactéria com caracteristicas semelhantes a P. ananatis.
A partir de entado, varios isolados semelhantes a P. ananatis tem sido obtidos de
lesbes foliares de D. horizontalis (ROCHA; PACCOLA-MEIRELLES, 2008).
Recentemente, folhas de D. horizontalis todas com lesdes semelhantes as descritas
acima, foram coletadas em plantios de milho na regido de Campo Mourdo, PR
(Meirelles, comunicagdo pessoal). Essas lesbes mostraram uma variabilidade
morfolégica semelhante aquela observada por Paccola-Meirelles et al. (2002), em
diferentes genaotipos de milho com MBM. A D. horizontalis é considerada uma das
plantas daninhas mais comuns nas lavouras de milho, quando em sucessdo com o
préprio milho safrinha ou outras culturas em plantio direto (PASQUALETTO et al.,
2001), mostrando-se também predominante nos campos experimentais de milho
como em Sete Lagoas, MG, Brasil (OLIVEIRA et al., 2001).

Figura9 — Folhas de gramineas do género Digitaria naturalmente infectadas,
mostrando lesbes semelhantes as da mancha branca do milho. (A:
Digitaria horizontalis e B: Digitaria insularis, coletadas na area
experimental da Embrapa-Soja, Londrina, PR, Brasil).
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Além de D. horizontalis, na entrelinha do milho, foram observados
sintomas semelhantes em outra graminea pertencente ao mesmo género Digitaria,
identificada como D. insularis (Figura 9B) (GONCALVES et al., 2011). No género
Digitaria estao incluidas aproximadamente 300 espécies, distribuidas em regides
tropicais e subtropicais de ambos os hemisférios (CANTO-DOROW, 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade de D. horizontalis
e D. insularis serem hospedeiros alternativos da bactéria P. ananatis, agente causal

da mancha branca do milho.
5.3 MATERIAL E METODOS
5.3.1 Isolamento de P. Ananatis a partir de Lesdes Foliares de Milho e D. Insularis

Folhas naturalmente infectadas por P. ananatis na cultivar de milho
HS200 e folhas com lesbes similares a MBM em D. insularis (Figura 9B) foram
coletadas na Fazenda Experimental da Embrapa-Soja, Londrina, PR. Na época da
coleta, as plantas de milho estavam na fase de enchimento de grdos. As folhas
foram lavadas com esponja e sabao neutro e as lesdes anasarcas retiradas com
auxilio de estilete e desinfestadas superficialmente com alcool etilico 70% (1 min), T-
Cloramina 2% (4 min), seguido de trés enxagues em agua estéril (1 min cada).
Retirou-se as extremidades das lesdes e segmentos medindo aproximadamente 2
mm?, foram depositadas em meio de cultura Agar Triptona de Soja (TSA) (15 g/L de
caseina enzimatica hidrolisada, 5 g/L de peptona de soja, 5 g/L de cloreto de sédio e
15 g/L de agar). Apds 24 horas a 28 °C, colbnias tipicas de P. ananatis foram
isoladas e purificadas. O isolado proveniente de lesao foliar de milho naturalmente
infectada foi denominado Pa2DH e um isolado proveniente de lesao foliar de D.
insularis naturalmente infectada foi denominado Pa1DIl. Ambos foram selecionados
para a condugao dos experimentos de inoculagdo cruzada em casa de vegetagao
(Tabela 2).

5.3.2 Preparo das Plantas de D. Horizontalis, D. Insularis € Milho

Plantas de D. horizontalis e de D. insularis, ambas assintomaticas,

foram coletadas nas entrelinhas de um plantio de milho em area experimental da
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regido de Londrina, PR. As folhas foram destacadas e dois colmos enraizados
contendo um a dois nos, foram transplantados para vasos de polietileno de 2 L de
capacidade em casa de vegetacdo. Apds dois meses do transplantio, quando as
plantas mostraram-se vigorosas, procederam-se as inoculag¢des. A cultivar de milho
HS200 foi semeada em vasos de polietileno de 30 L de capacidade e mantidos em
casa de vegetacao e logo apds a emergéncia foram realizados desbastes deixando-

se apenas duas plantas por vaso.

5.3.3 Teste de Patogenicidade em casa de Vegetagao de Isolados de P. Ananatis

em Plantas de Digitaria spp. e em Plantas de Milho

Foram realizadas inoculagdes cruzadas com os isolados de P.
ananatis de milho, e das espécies de Digitaria.

Para as inoculacdes, ajustou-se as suspensdes bacterianas (10°
UFC/mL) em meio de cultura liquido de Triptona de Soja (TSB) com os isolados
Pa2DH, Pa1Dl e a linhagem WT-2. Esta ultima foi obtida anteriormente por Rocha e
Paccola-Meirelles (2008), a partir de lesdes anasarcas de MBM, sendo identificada
como P. ananatis através de testes bioquimicos e por sequenciamento genético.
Nestes experimentos, esta linhagem foi utilizada portanto como controle positivo
(Tabela 2). Como controle negativo, as folhas foram aspergidas somente com o meio
de cultura TSB. Primeiramente, estas suspensdes foram aspergidas em casa de
vegetacdo até o ponto de escorrimento sobre as folhas de D. horizontalis e D.
insularis, pré-feridas ligeiramente com gaze em ambas as faces foliares. Cada
isolado foi considerado um tratamento distinto, sendo inoculado um vaso por
tratamento contendo duas plantas e cada planta uma repeticdo. De forma
semelhante, plantas de milho da cultivar HS200 foram inoculadas com suspensdes
bacterianas (10® UFC/mL em meio de cultura TSB) dos mesmos isolados, 45 DAS
(dias apds semeadura). As folhas de milho também foram previamente injuriadas,
porém com esponja. Concluido o processo de inoculagao, as plantas foram mantidas
em camara umida por 72 h.

As avaliacbes foram realizadas a partir do décimo dia apds as
inoculacdes (DAI) e o reisolamento do patdégeno foi realizado a partir dessa data. Os
reisolados foram purificados, permanecendo com as respectivas nomenclaturas

quando inoculados em hospedeiros diferentes.
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Tabela 2 — Relagdo dos isolados bacterianos com as respectivas sucessbes de
inoculagdes em diferentes hospedeiros em casa de vegetagao.

Hospedeiro Inoculagdes sucessivas’ Local de
Isolado .
de origem 1*inoculacio 2%inoculagio 3*inoculagio origem
Embrapa-
Zea mays . . : . Zea mays (HS Soja,
Pa2DH (HS200) D. horizontalis ~ D. insularis 200) Londrina,
PR, Brasil
Embrapa-
. . . . Zea mays . : Soja,
PalDI D. insularis  D. horizontalis (HS 200) D. insularis Londrina,
PR, Brasil
WT-2
(controle Zea mays D. horizontalis  D. insularis Zeamays (HS ~ Warta, .PR'
iy 200) Brasil
positivo)

! Isolado de lesées do campo naturalmente infectadas.
2 Inoculagdo em casa de vegetagdo, CCB, Universidade Estadual de Londrina.

5.3.4Extracdo de DNA, PCR, Purificacdo e Sequenciamento dos Isolados de P.

Ananatis apos as Inoculagdes Cruzadas

Para identificagcdo dos isolados bacterianos, realizou-se a extracao
do DNA gendmico por fervura. Cada isolado foi cultivado separadamente por 24 h
em 5 mL do meio de cultura LB liquido (Luria-Bertani liquido: 1% de triptona; 0,5% de
extrato de levedura; 1% de cloreto de sédio em agua; pH ajustado para 7,0). Apos
este periodo, 1 mL da suspensao bacteriana permaneceu em banho maria a 95 °C
por 15 min. A suspensdo bacteriana foi centrifugada a 14.000 rpm por 3 min e
reservados 50 pyL do sobrenadante. O DNA foi precipitado com isopropanol a 75%
(5:1, viv), lavado uma vez com alcool 70% e ressuspendido em 25 pL de tampado TE
(Tris-HCI 10 mM e EDTA 50 mM, com pH ajustado para 8,0). O DNA foi amplificado
por PCR (reagdo em cadeia da polimerase) (MULLIS et al., 1986), utilizando-se os
oligonucleotideos universais para o gene ribossomal 16F27 (5°-AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG-3’) (LANE, 1991) e 16R1492 (5-CTA CGG CTA CCT TGT TAC GA-3)
(TURNER et al., 1999), que amplifica fragmentos com aproximadamente 1500 pb
(pares de base) do gene ribossomal 16S rRNA. Também foram utilizados os
iniciadores desenhados para amplificacdo de uma sequencia de DNA com
aproximadamente 360 ou 388 pb, encontrada unicamente na espécie P. ananatis
(ANAF/ANAR) (FIGUEIREDO E PACCOLA-MEIRELLES, dados em publicagao).
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Cada reacao da mistura de incubacdo da PCR continha 20 ng de DNA, tampao 1B
10X (15 mM MgCl,; 500 mM KCI; 100 mM Tris-HCI pH 8,4; 1% Triton X-100)
(Phoneutria, Brasil), 2 mM de cada dNTP (Phoneutria, Brasil), 5 mM de cada primer
e 5 U/uL Taqg DNA polimerase (Phoneutria, Brasil) em volume final de 25 pL. Os
reagentes foram combinados e mantidos em termociclador (Eppendorf Mastercycler
Gradient) a 95 °C por 3 min. Trinta ciclos foram realizados utilizando os primers
16F27 e 16R1492, por aquecimento a 95 °C por 30 seg, 50 °C por 30 seg, e 72 °C
por 30 seg, seguido por um periodo final a 72 °C por 10 min. Com os outros primers
(ANAF/ANAR) foram utilizadas as mesmas condi¢gbes, exceto temperatura de
anelamento de 58 °C. Apdés a amplificagao, aproximadamente 5 uL das amostras
foram submetidas a eletroforese horizontal em gel de agarose a 1%, para
diagndstico da qualidade. O tampao utilizado para preparo dos géis e na eletroforese
foi o TAE 1X (0,004 M Tris-acetato; 0,001 M EDTA, pH 8,0) (80 volts). Os géis foram
corados com brometo de etidio (0,5 pug/pL) e visualizados sobre luz ultravioleta. As
imagens digitais foram capturadas e armazenadas com cémera digital (Sony cyber-
shot DSC-W110). Os 20 pL da PCR restante de cada amostra foram purificados de
gel de agarose a 0,8% com silica bead DNA gel extraction kit (Fermentas, Canada).
Para cada reacao de sequenciamento, os reagentes foram combinados da seguinte
forma, 0,25 yL de BigDye Terminator (versédo 3.1, Applied Biosystems, EUA), 1 uL
de primer (5 mM), 2 uL de tampao de diluigédo, e q.s.p. 10 yL de agua Milli-Q. Foram
utiizados 200 ng de DNA purificados. As amostras foram colocadas em
termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient) com o seguinte ciclo de programa:
96 °C por 20 seg, 50 °C por 10 seg e 60 °C por 4 min, totalizando 30 ciclos. Apds, o
DNA amplificado foi precipitado com 40 pL de isopropanol a 75 %, permanecendo 15
min em temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas por 20 min, 14.000
RPM a 4 °C, descartando-se o sobrenadante. Foram adicionados 100 uL de etanol
70 % para limpeza do DNA, centrifugado por 20 min, 14.000 RPM a 4 °C. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o DNA foi seco a temperatura ambiente no
escuro e ressuspendido em 10 pyL de formamida. O DNA foi desnaturado por 5 min a
95 °C e resfriado em gelo até a injecdo no sequenciador ABI3100 (Applied
Biosystems). Cada isolado teve suas sequéncias de DNA alinhadas e editadas
utilizando-se o programa CAP3 Sequence Assembly Program (http:/pbil.univ-
lyon1.fr/cap3.php). Os contigs foram comparados com sequéncias de DNA

depositadas no GenBank utilizando-se o programa BLASTn (http://
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blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi), para determinar a identidade dos isolados e para
estabelecer o grau de similaridade das sequéncias com os DNAs de outras

especies.

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 Teste de Patogenicidade em casa de Vegetacao de Isolados de P. Ananatis em

Plantas de Digitaria spp. e em Plantas de Milho

Em plantas do género Digitaria spp. os sintomas foram observados
10 DAI e em milho aproximadamente entre 20 e 30 DAI, dependendo do isolado
utilizado. Colénias com caracteristicas culturais morfologicamente semelhante a P.
ananatis foram reisoladas em todas as inoculacdes bem sucedidas. O isolado de P.
ananatis WT-2, obtida de lesbes de MBM, foi usada como padrao para comparagao
morfolégica das colbnias, auxiliando na selegdo dos isolados e dos reisolados. O
isolado WT-2 mostrou-se patogénica tanto para D. horizontalis como para milho
(Figuras 10B e H, respectivamente), mostrando maior severidade quando
comparado aos demais isolados. O isolado WT-2 reproduziu sintomas em D.
insularis similares aos observados em campo (Figura 10J). O isolado Pa2DH,
isolado de milho, mostrou-se patogénico a D. horizontalis (Figura 10A). Destas
lesdes reisolou-se a bactéria, que apresentou patogenicidade tanto para a prépria D.

horizontalis, como para o milho (Figuras 10C e F, respectivamente).
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Lesbes causadas pela inoculagdo de P. ananatis em diferentes gramineas
em casa de vegetacdo. Em cada foto, no canto superior direito, € mostrado
a lesdo em detalhe e setas amarelas destacam as lesdes nas folhas. A:
Lesbes em D. horizontalis causadas pela inoculagdo do isolado PA2DH; B:
Lesbes em D. horizontalis causadas pela linhagem WT-2; C: Lesbes em D.
horizontalis causadas pela reinoculagdo do isolado PA2DH; D e E: Lesdes
causadas pela inoculacdo do isolado PA1DIl em D. horizontalis; F: Lesdes
em folha de milho HS200, causadas pelo isolado PA2DH de D. horizontalis;
G: Lesbes no milho HS200 causadas pelo isolado PA1DI de D. insularis; H:
Lesdes no milho HS200 causadas pela linhagem WT-2; I: Lesdes no milho
HS200 causadas pelo isolado PA1DI de D. insularis, mostrando no detalhe a
lesdo em estagio inicial de desenvolvimento, chamada anasarca; J: Lesdes
em D. insularis causadas pela inoculagdo da linhagem WT-2; L: Controle
negativo de D. horizontalis; M: Lesbées em D. insularis causadas pela
inoculacao do isolado PA1DI do milho; N: Controle negativo de D. insularis;
O: Controle negativo do milho HS200.
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O isolado Pa1Dl, apresentou patogenicidade ao milho (Figura 10G e
I) e a D. horizontalis (Figura 10D e E). A partir dos sintomas reproduzidos no milho
com o isolado Pa1Dl, a bactéria foi reisolada e inoculada em Digitaria insularis
(Figura 10M). Os controles negativos que receberam apenas a inoculacédo com o
meio de cultura TSB, ndo apresentaram nenhum sintoma em D. horizontalis, D.

insularis e no milho (Figuras 10L, N e O, respectivamente).

5.4.2 Identificagdo Molecular dos Isolados Bacterianos apds as Inoculagdes

Cruzadas entre Milho e Espécies de Digitaria spp.

O sequenciamento parcial do gene ribossomal 16S rDNA de todos
os isolados, bem como o amplicon de 360 ou 388 pb especifico para P. ananatis
(ANAF/ANAR) (Figura 11) confirmaram a identidade dos isolados bacterianos como
sendo P. ananatis, com grau de similaridade variando de 99-100% com as

sequencias depositadas no GenBank.

Figura 11 — ldentificacdo dos isolados bacterianos por PCR utilizando os primers
especificos para P. ananatis (ANAF/ANAR). (1) WT-2 isolado de lesbes de
campo em Zea mays; (2) WT-2 reisolado de lesbes de Zea mays obtidas em
casa de vegetacao; (3) WT-2 reisolado de lesbes de D. horizontalis obtidas em
casa de vegetacao; (4) Pa1Dl isolado de lesdes de campo em D. insularis; (5)
Pa1DlI reisolado de lesbes produzidas em Zea mays em casa de vegetagao; (6)
Pa1DI reisolado de lesbes de D. horizontalis obtidas em casa de vegetagéo; (7)
Pa2DH isolado de lesdes de D. horizontalis obtidas em casa de vegetagao; (8)
Pa2DH reisolado de lesdes em Zea mays obtidas em casa de vegetacao; (M)
Marcador molecular 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen, EUA).

T s e S e st i
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A doenca MBM causada pela bactéria P. ananatis pode limitar
significativamente a produtividade do milho quando incide em cultivares suscetiveis.
Segundo Gitaitis et al. (2002), P. ananatis pode sobreviver epifiticamente em plantas
daninhas, incluindo Digitaria sanguinalis. Nossos resultados demonstram que a
mesma bactéria causou lesdes similares a MBM em D. horizontalis e D. insularis,
quando inoculadas em casa de vegetacao (Figura 10). Verificou-se também que a
bactéria, quando reisolada das gramineas Digitaria e inoculadas no milho,
produziram sintomas tipicos da doenca MBM. Portanto, estas plantas daninhas
podem contribuir para a sobrevivéncia da bactéria em areas de plantio de milho,
podendo ser consideradas fonte de inoculo para plantios posteriores.

Os primers ANAF/ANAR determinados como especificos para P.
ananatis de milho e sorgo (FIGUEIREDO; PACCOLA-MEIRELLES, dados em
publicagdo), mostraram-se eficientes para a identificagdo dos isolados e dos
reisolados obtidos em cada teste de patogenicidade, apresentando uma unica cépia,
em todo o genoma dessa bactéria e cujo tamanho de 360 ou 388 pb, varia entre
isolados diferentes. Além disso, o par de primers apresentou excelente anelamento
com temperatura de 58 °C, o que possibilitou a obtencdo de uma unica banda de
DNA amplificado, muito especifica e nitida para cada isolado de P. ananatis (Figura
11).

Como a doenca MBM esta disseminada em quase todo o territério
nacional e as gramineas D. horizontalis e D. insularis também apresentam ampla
distribuicdo, estas podem ser descritas como hospedeiros alternativos para P.

ananatis.
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6 CONCLUSOES GERAIS

O presente trabalho teve por objetivo fornecer maiores subsidios
para confirmagdo da etiologia da doenga mancha branca do milho e identificar

hospedeiros alternativos para a bactéria P. ananatis. Assim, podemos inferir que:

— Espécies fungicas, como aquelas pertencentes ao género
Phoma, descrita por alguns autores como provavel agente
etiolégico da doenga, foram encontradas em lesGes
preestabelecidas pela bactéria P. ananatis, reforcando a
hipétese de que a bactéria € o agente incitante da doenga e que
diferentes espécies fungicas podem colonizar o tecido vegetal ja

necraético;

— O monitoramento das lesdes por meio de técnicas moleculares
permitiu confirmar a presenca da bactéria P. ananatis em todos
os estadios de desenvolvimento da lesdo, desde o estadio

anasarca até o estadio necrético;

— O monitoramento das lesdes de mancha branca do milho por
meio de técnicas moleculares possibilitou confirmar a presenca
de fungos diversos apenas nos estadios em que o tecido vegetal
apresenta-se necroético, permitindo visualizar também que
quando presente em lesdbes em estadios iniciais de

desenvolvimento, estdo superficialmente no tecido;

— Os resultados permitiram confirmar a bactéria P. ananatis como
agente causal da doencga e fungos podem instalar-se em lesdes
preestabelecidas pela bactéria, apresentando neste caso, um

comportamento oportunista;

— As gramineas Digitaria horizontalis e Digitaria insularis, comuns
nas entrelinhas da cultura do milho, sdo hospedeiras alternativas

da bactéria P. ananatis.
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ANEXO A

Teste do protocolo de extragao de DNA total direto da lesdo MBM

Antes de ser utilizado o protocolo de extracdo de DNA de Wilson
(1997), foi testado o protocolo modificado de Murray e Thompson (1980), o qual
utiliza o detergente CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) (NaCl 1,4 M; Tris HCI pH
8,0 100 mM; EDTA 20 mM; PVP 10000 2%; CTAB 2%; B-Mercaptoetanol 0,2% e
agua Milli-Q) como principio para solubilizar as membranas, formando com o DNA
um complexo que facilita uma posterior precipitagao (Weising et al., 1995). Com este
protocolo verificou-se que o DNA extraido estava em alta quantidade (Figura 12),

porém com qualidade questionavel.

Figura 12 — Gel de agarose a 1 % para diagnostico da qualidade do DNA extraido nos
diferentes estadios de desenvolvimento da mancha branca do milho com o
protocolo modificado de Murray e Thompson (1980). Na figura, A: lambda de 50
ng/uL de DNA; 1: lesées mancha branca do milho no estadio anasarca; 2: lesao
acinzentada; 3: lesdo necrotica mas sem estrutua fungica; 4: lesdo necrética
com estrutura fungica no centro e 5: tecido foliar assintomatico. De 1" a &
representa repeticdo dos respectivos tratamentos.
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A qualidade do DNA extraido pelo protocolo modificado de Murray e
Thompson (1980) mostrou-se questionavel quando no processo de secagem foi
possivel observar pellet de coloragdo marrom, principalmente nos estadios mais
desenvolvidos da doenca MBM (estadios 3 e 4). Esta coloragdo pode estar
relacionada com o acumulo de compostos fendlicos, os quais oxidam o DNA de
forma irreversivel, dificultando ou até inviabilizando a agado de enzimas de restricao
(ROMANO; BRASILEIRO, 2009). Observou-se que este DNA quando submetido a
PCR néao resultava amplificacdo, mostrando que a Taq DNA polimerase estava
inativa (Figura 13 e 14).



Figura 13 —
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Gel de agarose a 1 % com o produto de PCR com DNA extraido dos diferentes
estadios de desenvolvimento da mancha branca do milho, amplificados com os
primers 1TS1/ITS4. M: marcador molecular de 1 Kb plus da Invitrogen; -:
controle negativo da reagdo de PCR; +: controle positivo da reacdo de PCR
(DNA do isolado I-12 de Colletotrichum gloeosporioides); 1: lesbes mancha
branca do milho no estadio anasarca; 2: lesdbes acinzentada; 3: lesbes
necrotica mas sem estrutua fungica; 4: lesdes necrética com estrutura fungica
no centro; 5: tecido foliar assintomatico e 6: DNA do isolado WT-2 (P.
ananatis). De 1’ a 6’ representa repeticdo dos respectivos tratamentos.

Figura 14 —

Gel de agarose a 1 % com produto de PCR do DNA extraido dos diferentes
estadios das lesbes mancha branca do milho, amplificado com os primers
especificos para P. ananatis (ANAF/ANAR). M: marcador molecular de 1 Kb
plus da Invitrogen; -: controle negativo da reacdo de PCR; +: controle positivo
da reagdo de PCR (DNA do isolado WT-2 de P. ananatis); 1: lesdes mancha
branca do milho no estadio anasarca; 2: lesdbes acinzentada; 3: lesbes
necroética mas sem estrutua fungica; 4: lesdes necrética com estrutura fungica
no centro; 5: tecido foliar assintomatico e 6: DNA do isolado WT-2 (P.
ananatis). De 1’ a 6’ representa repeticéo dos respectivos tratamentos.

Analisando as figuras anteriores, podemos inferir que a acac

enzima Taq DNA polimerase estava com atividade comprometida pelo fato de

na Figura

13, PCR com os primers universais para fungos, ndo aprese

amplificacdo no estadio 4, caracterizado por tecido necrético e estruturas fung

~500 pb

388 pb
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facilmente visualizadas no centro das lesdes. Na figura 14, PCR com os primers
especificos para a bactéria, observa-se que apenas os estadios 1 e 6 (controle
positivo, DNA do isolado WT-2 de P. ananatis), apresentaram pouca amplificagao,
porém com DNA degradado. Com isso, podemos inferir que nos estadios iniciais de
desenvolvimento da doenca MBM, lesbes ainda do tipo anasarca, ha menos
compostos fendlicos e polissacarideos interferindo na reacdo da PCR, do que nos
estadios mais avangados 3 e 4, onde ha mais lignina e impurezas, dificultando e até

inviabilizando a acédo da enzima.



