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RESUMO

Bomfeti, C.A; Meirelles, W.F; Souza-Paccola, E.A.; Casela, C.R.; Ferreira, A.S.; Marriel, |.E.; Paccola-Meirelles, L.D. Avaliac&o de produtos
guimicos comerciais, in vitro e in vivo no controle da doenca foliar, mancha branca do milho, causada por Pantoea ananatis. Summa

Phytopathologica, v.33, n.1, p.63-67, 2007.

Uma bactéria identificada como Pantoea ananatis foi recentemente
isolada de lesdes jovens da doenca mancha branca do milho de plantas
naturalmente infectadas. Esta bateria reproduziu sintomas semelhantes
aos da doenga quando inoculada em plantas de milho em casa de vegetagéo.
Estudos anteriores realizados por outros autores demonstraram que o
controle desta doenca em condic¢des de campo foi obtido pelo uso de
fungicidas, principalmente o Mancozeb, nas fases iniciais de seu
desenvolvimento. O objetivo deste estudo foi avaliar a freqiiéncia de
isolamento da bactéria P. ananatis a partir de plantas infectadas coletadas
na regido de Londrina, Estado do Parana, e reproduzir sintomas da doenca
através de inoculagdes artificiais em plantas de milho em casa de vegetacéo.
Utilizando os produtos quimicos testados anteriormente por outros autores
para o controle desta doenga a campo, foi também objetivo deste trabalho

avaliar o potencial destes produtos na inibicdo da bactéria tanto em
condicOes de laboratério como em condigdes de infecgdo natural. Os
resultados mostraram que P. ananatis foi isolada em 40% das lesbes
jovens coletadas a campo e quando inoculada em casa de vegetagdo sob
condicdes controladas reproduziu sintomas semelhantes aos observados
a campo. Entre os produtos quimicos testados, o fungicida Mancozeb
mostrou-se eficiente no controle da doenga a campo, em concordancia
com os relatos anteriores. Este produto inibiu completamente o
crescimento da bactéria em laboratorio, explicando os resultados obtidos
a campo. Os demais produtos ndo foram eficientes no controle a campo
e eles também n&o inibiram a bactéria em laboratério. Estes resultados
representam evidéncias adicionais de que a bactéria P. ananatis é o agente
causal da doenca mancha branca do milho.

Palavras— Chave adicionais: fungicida; Erwinia ananas; controle quimico; manchafoliar de phaeosphaeria.

ABSTRACT

Bomfeti, C.A; Meirelles, W.F; Souza-Paccola, E.A.; Casela, C.R.; Ferreira, A.S.; Marriel, | .E.; Paccola-Meirelles, L.D. Evaluation of commercial
chemical products, invitro andinvivo in the control of foliar disease, maize white spot, caused by Pantoea ananatis. Summa Phytopathologica,

v.33, n.1, p.63-67, 2007.

A bacterium identified as Pantoea ananatis was recently isolated
from young lesions of the disease maize white spot from infected
plants in the field. This bacterium produced similar symptoms of the
disease when inoculated on maize plants in greenhouse. Previous
studies carried out by other authors demonstrated that the control of
this disease in field conditions has been achieved through the use of
fungicides mainly with the Mancozeb in the initial phases of its
development. The aim of this study was to evaluate the frequency of
isolation of P. ananatis from infected plants in the region of
“Londrina, Parana State” and to reproduce symptoms of the disease
through artificial inoculation of maize plants in greenhouse. Using
the chemical products tested previously by other authors for the
control of this disease in the field, it was also objective of this work

to evaluate the potential of these products to inhibit the bacterium,
at both in laboratory and in condition of natural infection. The
results showed that P. ananatis was successfully isolated from 40% of
the young lesions collected in the field and when inoculated in greenhouse
(controlled conditions), it reproduced symptoms similar to what was
observed in the field. Among the tested chemical products, the fungicide
Mancozeb was the best in the control of the disease under field conditions,
in agreement with previous reports. This product inhibited completely
the bacterium in laboratory, explaining the results found in the field.
The others products were not efficient to control the disease and they
did not also inhibit the bacterium in laboratory. The results represent
additional evidences that the bacterium P. ananatis is the causal agent of
the maize white spot disease.

Additional keywords: fungicide; Erwinia ananas,; chemical control; phaeosphaerialeaf spot.
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Umadoenga causando manchas foliares em milho, instal ou-se no
Brasil na década de 80 e foi identificada (3) como sendo a mesma
doencadescritapor Raneet al. (15), amanchafoliar de Phaeosphaeria,
causada pelo ascomiceto Phaeosphaeria maydis (P. Henn.) Rane
Payack e Renfro (sin. Sphaerulinia maydis = Leptosphaeria zeae
maydis), formaanamarfica Phyllosticta sp. Também conhecidacomo
Pinta Branca do milho ou Mancha Branca do Milho ndo era de
importéncia no Brasil, porque ocorria no final do ciclo da cultura,
porém atualmente, tem sido considerada como uma das principais
doencas da cultura, e hoje encontra-se disseminada em praticamente
todas asregifes produtoras de milho (4). Os sintomasiniciam-se pelo
aparecimento, nas folhas, de manchas cloréticas aquosas do tipo
anasarca, as quaistornam-se necroticas de coloragdo palha. No centro
das|esdes necrdticas podem ser visualizadas estruturas de reproducéo
do fungo, os pseudotécios e picnidios, segundo Fantim (3), ou
peritécios e picnidios segundo Pinto et al.(14) e Fernandes & Oliveira
(5). Em condigdes favoraveis ao seu desenvolvimento, adoenca pode
causar seca prematura das folhas com reducédo do ciclo da planta e
guedas acentuadas no tamanho e peso dos gréos (14). Estudos de
caracterizagdo isoenzimatica e por RAPD feitos por Cervelatti et al.
(1) em isolados fungicos oriundos de picnidios e pseudotécios,
mostraram que estas estruturas reprodutivas pertencem a espécies
fungicas diferentes e ndo aos estados anamarficos e teleomorficos de
um mesmo agente causal.

Pinto & Fernandes (13) e Pinto (9,10,11) avaliaram a a¢éo de
vériosfungicidas no controle dadoencga. Dentre os produtos avaliados,
0 oxicloreto de cobre e 0 Mancozeb mostraram-se eficientes; entretanto
0 oxicloreto de cobre apresentou efeito fitotoxico. De acordo com
Pinto (10, 11), o controle efetuado por Mancozeb resultou em aumento
de 63,1% naprodugdo de gréos em relagdo atestemunhasem fungicida.

Pinto (9) e Pinto & Fernandes (13) verificram que plantas de
milho tratadas com o fungicida Benomyl, em condi¢des naturais de
infeccdo, apresentaram sintomas da doenca, porém observou que as
|esBes formadas eram destituidas de estruturas reprodutivas fungicas.
Pinto (9) concluiu que este produto, com relag&o a esta doenga, tem
acdo fungistética e ndo fungicida, pois afetou apenas aformagéo das
estruturas de reproducdo. Os resultados destes trabal hos colaboraram
em parte com ahipéteseinicial de que adoenca seria causada por um
agentefungico.

Recentemente, Paccola-Meirelleset al. (7), isolaram umabactéria,
identificada como Pantoea ananatis (syn. Erwinia ananas), a partir
de lesBes de estégio inicial da mancha foliar de Phaeosphaeria, em
umafreqiiénciade 63%. Estabactéria, quando inoculadaem plantasde
milho reproduziu, em casa de vegetacdo, sintomas semel hantes aos da
doengaacampo. A bactériafoi reisoladaapartir daslesdes, concluindo
assim os postulados de Koch. Os autores demostraram ser a bactéria
0 agente causal dadoencae ndo um fungo como postulado inicialmente.
Posteriormente, em experimentos de inocul agdes artificiais, Paccola-
Meirelleset al. (8) avaliaram o comportamento de gendtipos de milho,
previamente conhecidos por suas reagdes contrastantes deresisténcia
e suscetibilidade amanchafoliar de Phaeosphaeria, quando inoculados
com a bactéria P. ananatis em condi¢des de casa de vegetacdo e
verificaram que as reagoes foram semel hantes aquel as observadas em
condigdes de campo, reforgando assim o papel dabactériacomo agente
causal dadoenca.

O objetivo deste trabalho foi o de confirmar a frequiéncia de
isolamento da bactéria P. ananatis a partir de plantas de milho
cultivadas naregido de Londrina/PR no Norte do Parana, confirmar
suapatogenicidade em casade vegetacdo e avaliar seu comportamento,
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guando cultivada em presenca de seis dos fungicidas testados
anteriormente por Pinto (9, 10, 11). A essalistade agentesinibidores
foi acrescentado o antibidtico Agrimicinae o fungicidaHidroxido de
Cobrenostestes. Destes oito agentes, sete foram avaliadostambém a
campo em condi¢6es de infecgdo natural sobre a cultivar HS200.

MATERIAL EMETODOS

Isolamento da bactéria e inoculagcdo em plantas de milho em
condicdes de casa de vegetacdo: Folhas de milho contendo lesBes do
tipo anasarca foram coletadas e lavadas com sab&o neutro. A seguir,
segmentos foliares contendo as lesdes foram retirados das folhas,
desinfectados com cloramina T 2% em &gua, durante 4 minutos e
lavados 3 vezes em agua destilada esterilizada durante 30 segundos
cadalavagem. A aguadaultimalavagem foi plaqueadaem meio TSA
(Triptic Soy Agar) e em meio PDA (Potato Dextrose Agar) para
controle dametodol ogia de desinfestacgo. Com o auxilio de um bisturi
esterilizado retiraram-se as bordas de cada segmento foliar. Parte das
extremidades das |esdes foi transferida parameio PDA acrescido de
ampicilina(2,5pg/mL) e parteparameio TSA acrescido deciclohexamida
(50 ug/mL), paraisolamento defungos e de bactérias, respectivamente
(@).

Paraostestes de patogeni cidade em condicoes de casa de vegetacéo,
foi selecionado ao acaso um isolado de P. ananatis obtido das |esBes
anasarcas. Umasuspensao bacteriana contendo 10° UFC/ml em solugdo
salina0,1% foi pulverizadaem folhasde milho dacv HS 200, sensivel
adoenca, com 30 dias de idade, previamente injuriadas com esponja.
Apos ainoculagdo, as plantas foram col ocadas em camara imida por
60 horas e, a seguir, em casa de vegetacdo até o aparecimento dos
sintomas. Para controle, as plantas foram pulverizadas apenas com
solugéo salina0,1%.

Crescimento “in vitro” da bactéria em presenca de agentes
inibidores: Avaliou-se a agéo de oito produtos quimicos sobre o
crescimento bacteriano (Tabela 1). Com excegdo do antibidtico
Agrimicina e do fungicida Hidroxido de Cobre, os demais produtos
foram sel ecionados com base nostrabal hosde Pinto (9, 10, 11). Apesar
destes agentes ndo serem recomendados para o controle da Mancha
Branca do Milho, seguiu-se as recomendagfes do Compéndio de
DefensivosAgricolas— Guia Prético de Produtos Fitossanitarios para
Uso Agricola (2) para outras doengas, sendo avaliadas também duas
doses acimadasrecomendadas (Tabelal). Umaaliquotade 0,1 mL de
suspensao bacteriana, contendo 10° UFC/m foi plagueada” pour plate”
em placasde petri contendo 20 mL demeio TSA acrescido dediferentes
doses de cada agente quimico (Tabela 1). Foram feitas 20 repeticdes
para cada tratamento e também para a testemunha, sem o produto
quimico. O crescimento bacteriano foi avaliado apds 24 horas de
incubagdo a 28 °C + 2 através da contagem (UFC) em placa.

Desenvolvimento da doenca em condig¢des naturais de infeccéo a
campo: Com excegdo do Benomyl, os demais agroquimicos listados
na Tabela 1 foram também avaliados a campo, em parcelasdacv HS
200, sob condi¢des deinfecgdo natural. O experimento foi conduzido
em 2002, no periodo de safrinha, na Embrapa Soja, em Londrina/PR.
O modelo experimental foi o de blocos ao acaso, com trés repeticoes.
As parcelas foram constituidas por 4 fileiras de 4 metros de
comprimento, com 2 fileiras centrais de &rea Util. Foram feitas trés
aplicagBes dos agentes quimicos em intervalo de dez dias entre cada
aplicacdo. A avaliagdo dos sintomas foliares foi realizada em plantas
em estadio de maturagdo fisiolégica (cerca de 100 dias apos a
semeadura), usando-se escalade notas de 0 a9 (0= ausénciade lesdes;
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Tabela 1. Fungicidas e antibiéticos utilizados nos experimentos e respectivas doses.

Produtos Doses recomendadas Doses em Laborat6rio**

a campo* Dosel Dosell Doselll
Oxitetraciclina+ streptomicina) (Agrimicina) 35009 0,135mg 0,270mg 0,405mg
Triadimenal 750 mL 0,025u 0,050ul 0,075u
Benomyl 5009 0,020mg 0,040 mg 0,060 mg
Thiophanato metilico 5009 0,020mg 0,040mg 0,060 mg
Tebuconazole 750 mL 0,025ul 0,050ul 0,075ul
Hidroxido de Cobre 22009 0,085mg 0,170mg 0,255mg
Mancozeb 25009 0,095 mg 0,190 mg 0,285mg
Oxicloreto de Cobre 7009 0,025mg 0,050mg 0,075mg

* ingrediente ativo ha
** por mL de meio de cultura

1= lesBes em 10% das fol has; 2= |esdes em 20% dasfolhas; 3= |esdes
em 30% das folhas; 4= |esdes em 40% das folhas; 5= |esdes em 50%
das folhas; 6= lesdes em 60% das folhas; 7= lesdes em 70% das
lesBes; 8= |esdes em 80% das folhas; 9= |esbes em 90% das fol has).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolamentos obtidos a partir de lesbes jovens mostraram a
presenca de uma bactéria de col6nia lisa, com pigmentagdo amarela
brilhante, em uma frequéncia de 40%, que foi identificada como P.
ananatis e se mostrou patogénicaem inocul agdes artificiais (Figural),
corroborando com os resultados obtidos anteriormente por Paccola-
Meirelleset al. (7).

Diferentesfungosforam isolados em baixafreqiiéncia, apartir das
mesmas |esdes. Estes resultados estdo em concordancia com aqueles
apresentados por Paccola-Meirelles et al. (6), onde os autores,
analisando 1284 lestes em 30 hibridos de milho super precoces e 1437
lesbes em 49 hibridos precoces observaram que 79,3% e 68,5% das
lesdes necréticas dos hibridos super precoces dos hibridos precoces,
respectivamente, ndo apresentaram estruturasreprodutivasfungicas, sendo
queofungo P. maydisfoi isolado em gpenas4,4% dosgendtiposandisados.

Os resultados obtidos dos experimentos “in vitro” sobre o
comportamento da bactéria quando cultivada em presenca dos
produtos quimicos mostraram que houve inibicéo total de seu
crescimento napresencado Mancozeb (Tabela 2). A aplicagéo deste
fungicida também resultou em controle eficiente da doenca em
condi¢des de campo quando comparado com atestemunha (Figura
2), em concordancia com os resultados obtidos por Pinto (9, 10,
11, 12). Os demais produtos avaliados permitiram o crescimento
da bactéria em laboratério e ndo foram efetivos no controle da
doenga em condig¢des de campo. O Oxicloreto de cobre mostrou-se
altamente toxico as plantas de milho nas dosagens utilizadas, como
também descrito por Pinto (11) e Pinto & Fernandes (13). O mesmo
foi observado na aplicacéo de Hidroxido de cobre. Devido a alta
fitotoxidade de ambos os agentes sobre as plantas de milho n&o foi
possivel atribuir notas a estes tratamentos, portanto estes ndo
foramincluidosnaFigura?2.

Como ja citado anteriormente, Pinto (9) e Pinto & Fernandes
(13) consideraram o Benomyl como sendo um produto de agéo
fungistética e ndo fungicida, por inibir apenas a formagdo de
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Figura 1. Folha de milho da cv HS 200 inoculada artificialmente com a
bactéria em casa de vegetag&o, reproduzindo os sintomas da doenga Man-
cha Branca do Milho.
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Figura 2. Efeito do controle quimico da Mancha Branca do Milho sobre a cultivar suscetivel HS 200, utilizando uma escala de 0 a 9 de acordo com a
porcentagem de infeccdo observada nas folhas. Média de 3 repeticOes para cada tratamento, em 3 avaliacBes com intervalo de 10 dias entre elas.

Tabela 2. Comportamento de P. ananatis quando cultivada em presenca de diferentes agentes quimicos.

Produtos Crescimento bacteriano em meio sintético

Dosel Dosell Doselll
Oxitetraciclinat+ streptomicina (Agrimicina) 947 UFC/placa 896 UFC/placa 451 UFC/placa
Triadimenol incontavel incontavel 1182 UFC/placa
Benomyl incontavel incontavel incontavel
Thiophanato metilico incontével incontével incontével
Tebuconazole 1038 UFC/placa 1283 UFC/placa 1181 UFC/placa
Mancozeb 0 0
Oxicloreto de Cobre incontavel incontavel incontavel
Hidroxido de Cobre incontavel incontavel incontavel
Controle (meio de culturasem o produto) incontavel incontavel incontavel

estruturas reprodutivas fungicas no centro das lesdes necraticas.
Nossos resultados contrariam a explicacéo dada por estes autores
com relac8o aestefungicida. O Benomyl n&o impediu o crescimento
de P. ananatis em laboratorio. Desta forma as lesdes foliares
produzidas a campo em plantas tratadas com Benomyl foram
produzidas pela bactéria, enquanto que os fungos, que
posteriormente col onizam as | esdes pré-estabel ecidas pelabactéria,
estes sim foram inibidos por este fungicida, impedindo aformagdo
das estruturas reprodutivas fungicas, as quais ndo puderam ser
visualizadas por Pinto (9) e Pinto & Fernandes (13) no centro das
|esbes necraticas.

Estes resultados representam umaevidéncia adicional de que o
agente causal da doenga Mancha Brancado Milho trata-se de uma
bactéria e ndo um fungo como vem sendo reportado, sendo, portanto
uma doenca diferente daquela descrita por Rane et al. (15).
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