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ABSTRACT 

The corn (Zea mays L.) crop is subject to the occurrence of several diseases, 
including white spot, caused by Pantoea ananatis. Recently, this bacterium has 
been detected in corn seeds. Thus, the objectives of this study were: to evaluate 
culture media for P. ananatis detection, to detect this bacterium in eight corn 
seed genotypes, and to identify and biochemically and molecularly characterize 
the obtained bacterial isolates. To evaluate the culture media, the isolate of P. 
ananatis was cultivated in five culture media (523, NA, TSA, PA10 and PA20) 
with absence and presence of the fungicides cycloheximide and thiophanate-
methyl, and three replicates each. The efficiency of each culture medium was 
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determined based on the diameter of colonies and on the counting of colonies 
as CFU mL-1. To detect the bacterium in seeds, eight corn genotypes were 
evaluated. Seed extracts underwent serial dilution (10-1 to 10-2) and were grown 
in three culture media (523, NA and TSA) with three replicates for each dilution. 
The obtained isolates were biochemically, physiologically and molecularly 
characterized. The culture media TSA and 523 with addition of cycloheximide 
were effective in detecting P. ananatis. This bacterium was detected in five corn 
seed genotypes. TSA with addition of cycloheximide can be recommended for 
P. ananatis detection in corn seeds.

Keywords:  Etiology; white spot; culture medium; Zea mays.

A cultura do milho (Zea mays L.) está sujeita a ocorrência de 
várias doenças, entre elas a mancha branca, causada pela bactéria 
Pantoea ananatis (15). A doença possui ampla distribuição geográfica, 
acarretando perdas de 60% na produção (22, 27), principalmente em 
plantios de segunda safra, devido temperatura moderada e alta umidade 
relativa, favoráveis para o desenvolvimento da doença (3). 

A bactéria sobrevive epifiticamente em folhas de milho, em restos 
culturais (23), em folhas de sorgo, capim colchão (7), capim carrapicho 
e caruru (12), sendo portanto, fontes de inóculo da bactéria no campo.

A detecção e a transmissão de P. ananatis já foram descritas em 
sementes de cebola (3) e recentemente, Mamede et al. (9) detectaram 
a bactéria em sementes de milho, utilizando meio de cultura semi-
seletivo (PA 20).

No manejo da doença recomenda-se o uso de genótipos resistentes, 
a aplicação de fungicidas (16) que, no entanto, não é eficiente (19) e 
o uso de sementes livres do patógeno, para evitar a disseminação e 
introdução da bactéria em novas áreas de cultivo. 

As bactérias fitopatogênicas podem ser detectadas em sementes 
pelo uso de meios de cultura semi-seletivos que ofereçam alta 
sensibilidade, confiabilidade e rapidez dos resultados (28). Meios 
de cultura semi-seletivos já foram descritos para a detecção de 
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em sementes de algodão 
(25, 30), Xanthomonas campestris pv. campestris em sementes 
de brócolis (26) e de Xanthomonas axonopodis pv. glycines em 
sementes de soja (29).

Dessa forma, os meios de cultura são alternativa possível de adoção 

A cultura milho (Zea mays L.) está sujeita a ocorrência de várias 
doenças, entre elas a mancha branca, causada pela bactéria Pantoea ananatis. 
Recentemente a bactéria foi detectada em sementes de milho. Diante disso, 
este trabalho teve como objetivos: avaliar meios de cultura para detecção de P. 
ananatis, detectar a presença da bactéria em oito genótipos de sementes milho, 
identificar e caracterizar bioquímica e molecularmente os isolados bacterianos 
obtidos. Para avaliação dos meios de cultura, o isolado de P. ananatis foi 
cultivado em cinco meios de cultura (523, NA, TSA, PA10 e PA20) com 
ausência e presença dos fungicidas ciclohexamida e tiofanato metílico, com 
três repetições cada. A eficiência de cada meio de cultura foi determinada a 
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RESUMO 

partir do diâmetro das colônias e contagem do número de colônias em UFC 
mL-1. Para detecção da bactéria em sementes, oito genótipos de milho foram 
avaliados. Os extratos das sementes foram diluídos em série (10-1 a 10-2) e 
cultivados em três meios de cultura (523, NA e TSA) com três repetições 
para cada diluição. Os isolados obtidos foram caracterizados bioquímica, 
fisiologicamente e molecularmente. Os meios de cultura TSA e 523 com 
adição de ciclohexamida foram eficientes para a detecção de P. ananatis. 
A bactéria foi detectada em cinco genótipos de sementes de milho. O meio 
de cultura TSA com adição de ciclohexamida pode ser recomendado para 
a detecção de P. ananatis em sementes de milho.
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em análise de rotina em laboratório, para a detecção de bactérias em 
sementes.

Diante disso, os objetivos deste trabalho foram avaliar meios de 
cultura para detecção de P. ananatis, detectar a bactéria em sementes 
de oito genótipos de milho e identificar, caracterizar bioquímica e 
molecularmente os isolados bacterianos obtidos.

MATERIAL E MÉTODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Bacteriologia 
Vegetal (LABAC), do Instituto de Ciências Agrárias (ICIAG), da 
Universidade Federal de Uberlândia (UFU). 

Preparo da suspensão bacteriana 
O isolado bacteriano UFU B13, de Pantoea ananatis pertencente 

à coleção de trabalho do LABAC, do ICIAG, da UFU foi recuperado 
e multiplicado em meio de cultura 523 (5) por 24-48 horas a 28 °C.

A suspensão bacteriana foi preparada em água filtrada esterilizada, 
ajustada em espectrofotômetro para OD

550
=0,1 correspondendo 

aproximadamente a 1x109 UFC mL-1. 

Meios de cultura para detecção de Pantoea ananatis
A suspensão bacteriana foi diluída em série (10-1 a 10-7) e cultivada 

sobre cinco meios de cultura 523, NA, PA20 (4), PA10 (diferindo de 
PA20, pela adição de 10 g de NaCl) e TSA, sem e com adição dos 
fungicidas tiofanato metílico 0,04 mg mL-1 (1) ou de ciclohexamida 
0,005 mg mL-1. As placas foram incubadas em BOD a 28 °C por até 
dez dias.

A eficiência de cada meio de cultura foi determinada a partir do 
diâmetro e pela contagem do número de colônias em UFC mL-1. 

O experimento foi realizado em esquema fatorial (5 meios de 
cultura x 3 ausência e presença de 2 fungicidas), com três repetições 
e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Detecção de Pantoea ananatis em sementes de milho
Para a detecção da bactéria Pantoea ananatis em sementes foram 

avaliados oito genótipos de milho: ADV 9339; ADV 9275 Pro; ADV 
9860 Pro; Morgan MG 600 PW; 30F53HY; 30A37PW e dois genótipos 
codificados de Formosa (GO), provenientes de plantas com sintomas 
de mancha branca.

Em Erlenmeyer foram adicionados 100 g de sementes e 200 mL 
de água filtrada esterilizada, incubados em geladeira por 16 horas. Os 
extratos de sementes foram diluídos em série (10-1 a 10-2) e cultivados 
nos meios de cultura 523, NA e TSA com adição de ciclohexamida, 
em placas de Petri, com três repetições para cada diluição. As placas 

foram incubadas a 28 ºC por 4 dias, calculando-se o número de UFC 
g-1 de sementes.

As colônias suspeitas foram repicadas e cultivadas em meio 523 
e caracterizadas bioquímica e fisiologicamente, pelos testes de Gram, 
Oxidação/Fermentação, YDC, motilidade, produção de ácidos a partir 
da glicose de inositol, sorbitol, sacarose e D-arabinose, pela produção 
das enzimas arginina dihidrolase, liquefação da gelatina, oxidase, 
catalase e crescimento a 37 oC e reação de hipersensibilidade em 
plantas de fumo.

Para o teste de patogenicidade, plantas de milho da cultivar Morgan 
MG 600 PW foram cultivadas em 5 vasos plásticos de capacidade 
de 500 g, com 2 plantas por vaso. A inoculação foi realizada pela 
pulverização da suspensão bacteriana, quando as plantas apresentavam 
de 3 a 4 folhas. As plantas foram mantidas em câmara úmida 24 horas 
antes e após a inoculação. A partir do aparecimento dos sintomas 
(lesões encharcadas progredindo para necrose do tecido) foi realizado 
reisolamento da bactéria.

A caracterização molecular foi realizada utilizando um par de 
primers ANAF: (5’-CGTGAAACTACCCGTGTCTGTTGC-3’) e 
ANAR: (5’-TGCCAGGGCATCCACCGTGTACGCT-3’) (4, 17), 
específicos para Pantoea ananatis.

Dez isolados bacterianos obtidos na detecção em sementes, com 
características bioquímicas de P. ananatis, foram utilizados na reação 
em cadeia da polimerase (PCR). O DNA foi extraído usando o Kit- 
PROMEGA (Wizard Genomic DNA Purification Kit) e quantificado 
no Thermo Scientific TM Nanodrop 2000/2000c Spectrophotometer. As 
reações de PCR foram realizadas em um volume final de 12,5 μL de 
reação, contendo 1x Tampão de PCR10X com Mg+2; 0,2mM dNTP; 
2µM primer ANAF e ANAR; 1U Taq Polimerase; 50ng DNA genômico. 
A amplificação foi realizada em termociclador ThermoHybaid: Omn-E 
com as seguintes condições: um ciclo para desnaturação do DNA a 94 
ºC por 1 min, 30 ciclos de 1 min a 94 ºC, 1 min a 68 ºC (anelamento) 
e 1 min a 72 ºC (extensão), e um ciclo final de 10 min a 72ºC. Os 
produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em gel 
de agarose a 1,0%, corados com SYBR Safe e visualizados sob luz 
ultravioleta e fotografados.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Meios de cultura para detecção de Pantoea ananatis
No meio TSA (Tabela 1), sem adição de fungicidas, o diâmetro 

da colônia foi de 4,93 mm, diferindo significativamente dos demais 
meios de cultura. Quando houve adição de ciclohexamida, não houve 
diferença significativa entre os meios 523 (2,90) e TSA (3,10). No 
entanto, com a adição de tiofanato metílico o diâmetro da colônia foi 

Tabela 1. Diâmetro (mm) de colônias de Pantoea ananatis em diferentes meios de cultura, sem e com adição de fungicidas. Uberlândia – MG.

Meio de cultura Sem fungicida Ciclohexamida Tiofanato metílico

PA10 0,00 Ad 0,00 Ac 0,00 Ad
PA20 0,00 Ad 0,00 Ac 0,00 Ad
NA 1,02 Ac 1,00 Ab 1,02 Ac
523 1,96 Bb 2,90 Aa 3,00 Aa
TSA 4,93 Aa 3,10 Ba 2,15 Cb
CV% 6,49   

Médias seguidas por letras distintas, maiúsculas na linha e minúsculas na coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey a 0,05.
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maior no meio 532 (3,00), diferindo significativamente do meio do 
TSA (2,15). Nos meios PA 10 e PA 20, sem e com adição de fungicidas, 
não foi possível o crescimento bacteriano. A adição de cicloheximida 
e tiofanto metílico aos meios de cultura 523 e TSA, proporcionaram 
um aumento e diminuição do diâmetro das colônias, respectivamente.

Nos meios de cultura TSA e 523 (Figura 1), sem e com a adição de 
fungicidas, as colônias de P. ananatis apresentaram maior diâmetro, 
após o quarto dia do seu cultivo e nos meios PA10 e PA20 não houve 
crescimento bacteriano.

O uso de fungicidas associado aos meios de cultura, além de reduzir 
o número de microrganismos contaminates, também pode favorecer o 
desenvolvimento da espécie desejada (22). Este foi um fato constatado 
no ensaio, pois no meio de cultura 523, a adição dos fungicidas levou 
a um aumento no tamanho das colônias, já no caso do meio TSA os 
fungicidas reduziram (Tabela 1) o diâmetro da colônia, porém sem 
prejuízo a sua visualização. 

Diversas são as metodologias disponíveis para diagnóstico 
adequado de problemas fitossanitários, o que torna os resultados 
complementares e a análise mais acurada (10). O plaqueamento em 
meios de cultura semi-seletivo têm sido utilizado para detectar e acessar 
a viabiliade de bactérias (2). Entretanto, a inclusão de compostos 
antibióticos e antifúngicos ao meio básico para a inibição de saprófitas 
deve ser estudada cuidadosamente, visto que a mínima sensibilidade a 
estes compostos pode prejudicar a recuperação das bactérias alvo (18).

Na elaboração de um meio de cultura semi-seletivo, a ausência de 
repressividade e supressividade elevada são características desejadas, no 
entanto quase nem sempre é alcançado (8). Ainda que sejam escolhidos 
apenas agentes de seletividade que não prejudiquem os microrganismos 
alvos, a mistura destes ao meio de cultura pode causar efeito negativo. 
Na recuperação de Xanthomonas axonopodis pv. vitians foi observado 
menor crescimento das colônias no meio seletivo desenvolvido (MMG) 
quando comparado a um meio não seletivo (28).  

Neste estudo, os meios semi-seletivos PA 20 e PA 10 exibiram 
colônias apenas 10 dias após a realização do ensaio. Diante disso, estes 
meios de cultura não são recomendados para a detecção de bactérias 
em sementes, já que busca-se métodos que apresentem sensibilidade, 
especificidade, precisão e rapidez nos resultados (28). 

Para o número de colônias desenvolvidas, não houve diferença 
significativa entre os meios de cultura 523 e TSA (Tabela 2), aos 
quatro dias do cultivo da bactéria. O meio de cultura NA não diferiu 
significativamente do meio 523, no número de colônias desenvolvidas. 
No entanto, para os meios PA 10 e PA 20 não houve detecção da bactéria. 
A presença dos fungicidas ciclohexamida e tiofanato metílico (Tabela 
3) não diferiram significativamente entre si, no crescimento da bactéra, 
ou seja, o uso destes fungicidas não inibiram o crescimento bacteriano. 
Portanto, estes fungicidas podem ser incorporados aos meios de cultura, 
para facilitar a detecção da bactéria alvo e inibir o crescimento de 
microrganismos saprófitas.

Nos meios PA 20 e PA 10 o crescimento da bactéria foi observado 
somente ao décimo dia após o cultivo, com colônias menores que 1mm. 

Figura 1. Pantoea ananatis em meio de cultura TSA, 523, NA, PA10 e PA20 com adição de ciclohexamida; tiofanato metílico e sem fungicida.

Tabela 2. Detecção de Pantoea ananatis em diferentes meios de cultura, 
em unidades formadoras de colônia. Uberlândia – MG.

Meio de cultura UFC mL-1

PA10 0,00 c
PA20 0,00 c
NA 3,4 x 109 b
523 4,5 x 109 ab
TSA 5,2 x 109 a
CV% 38,55

Médias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Tukey a 0,05.
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Mamede et al. (9) observaram que no meio semi-seletivo PA20 houve 
redução no diâmetro das colônias quando comparado ao meio 523. Esse 
comportamento, deve-se a redução do pH do meio promovida pela P. 
ananatis devido a degradação do arabitol em ácido (4). 

A redução do diâmetro das colônias também foi observada na 
detecção de Xanthomonas axonopodis pv. glycines no meio semi-
seletivo MXG (29) e na detecção de Xanthomonas axonopodis pv. 
vignicola em videira no meio CCM (17). 

A seletividade dos meios de cultura pode ser obtida através de 
fontes específicas de carbono e nitrogênio, as quais buscam estimular 
o crescimento de uma determinada espécie e inibir outra. A adição de 
substâncias tóxicas visa reduzir o número de contaminantes e favorecer 
o desenvovimento da espécie desejada (13).

Embora não houvesse crescimento de microrganismos oportunistas 
nos meios de cultura PA10 e PA20, mesmo sem a adição dos fungicidas, 
o crescimento da bactéria alvo foi prejudicado. A diminuição do 
tamanho das colônias, bem como a demora em seu crescimento podem 
ter relação com a presença de NaCl (cloreto de sódio), considerado 
uma susbstância inibidora. Tortora et al. (27) descrevem que altas 
concentrações de NaCl tornam o ambiente hipertônico, o que leva a 
perda de água da célula com consequente entrave do crescimento da 
bactéria. 

Dessa forma, verificou-se que os meios TSA e 523, com adição 
de ciclohexamida ou tiofanato metílico, podem ser recomendados 
para a detecção da bactéria em análise de rotina em laboratório, já 
que apresentaram alta eficiência no crescimento de P. ananatis e 
supressividade satisfatório.

Detecção de Pantoea ananatis em sementes de milho
A bactéria foi detectada em sementes de cinco, dos oitos genótipos 

avaliados (Tabela 4). Nos meios de cultura 523, NA e TSA a bactéria 
foi detectada em sementes de milho dos genótipos ADV 9860 Pro e 
Genótipo 2. Para o meio de cultura NA a bactéria foi detectada na 
semente do genótipo ADV 9275 Pro. E para o meio de cultura TSA a 
bactéria foi detectada nas sementes do genótipo 30A37PW e Genótipo 
1. Destacando que no meio de cultura TSA houve a detecção da bactéria 
em sementes de quatro genótipos de milho avaliados, em UFC g de 
semente -1.

A alta taxa de recuperação observada nas amostras de sementes 
reflete a baixa repressividade dos meios desenvolvidos (523, NA e 
TSA com adição de ciclohexamida). Resultados semelhantes foram 
observados na detecção de Xanthomonas campestris pv. campestris 
em sementes de brócolis (26), na detecção de Curtobacterium 
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em sementes de feijoeiro (11), na 
recuperação de Burkholderia glumae em sementes de arroz (6), na 
detecção de Xanthomomas campestris em sementes de girassol (20), 
na detecção de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em sementes 
de feijoeiro (21).

Apesar dos lotes de sementes serem coletados de áreas com 
histórico de mancha branca, nos genótipos ADV 9339, Morgan MG 
600 PW e 30F53HY, não houve a detecção de P. ananatis. 

Todos os dez isolados bacterianos detectados nas sementes de milho 
foram caracterizados como: Gram negativos, fermentação da glicose, 
colônias amarelas em meio YDC, oxidase negativa, catalase positiva, 
arginina dihidrolase positiva, produção de ácidos a partir do inositol, 
sorbitol, sacarose, D-arabinose todos positivo, motilidade positivo, 
liquefação da gelatina positivo, crescimento a 37 °C positivo e reação 
de hipersensibilidade em fumo positivo. 

Os isolados bacterianos obtidos das sementes foram patogênicos 
em plantas de milho, sendo que no segundo dia após a inoculação foi 
possível observar a reprodução dos sintomas de lesões encharcadas 
características da mancha-branca em plantas de milho, cultivadas em 
casa de vegetação. A partir do aparecimento das lesões necróticas foi 
realizado o reisolamento da bactéria, confirmando os Postulados de 
Koch.

Os primers ANAF/ANAR, específicos para P. ananatis, 
confirmaram a identidade dos isolados bacterianos, gerando um 
fragmento de DNA de tamanho aproximado de 380 pb, em concordância 
com Miller (14).

De acordo com os testes para caracterização bioquímica, fisiológica, 
morfológica, molecular, e patogenicidade no hospedeiro a bactéria foi 
identificada como Pantoea ananatis.

Apesar da taxa de transmissão de bactérias por sementes ser baixa 
(24), a utilização de sementes contaminadas com P. ananatis poderá 
resultar em plantas infectadas e a introdução do patógeno em campos 
de produção, que sob condições favoráveis de temperatura e umidade, 
leva a rápida disseminação, causando sérios prejuízos as lavouras. 
Assim é evidente a utilização de meios de cultura para a detecção da 
bactéria em sementes, devido a sua importância na cultura do milho.

O meio de cultura TSA com adição de cicloheximida foi eficiente 
para detecção da bactéria P. ananatis em sementes de milho, podendo 
ser usado em análises de rotina em laboratório.
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