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RESUMO

Silva, T.B.; Tebaldi, N.D. Caracterizagao de isolados de Pantoea ananatis e reagao de genotipos de milho a bactéria. Summa Phytopathologica,

v.44,n.3, p.283-285, 2018.

A mancha branca do milho, causada pela bactéria Pantoea ananatis
¢ uma das principais doengas foliares da cultura. O uso de variedades
resistentes a bactéria ¢ a melhor estratégia para o manejo da doenga. Assim,
os objetivos deste trabalho foram caracterizar e identificar isolados de
Pantoea ananatis e avaliar hibridos de milho resistentes a essa bacteriose.
O isolamento da bactéria foi realizado a partir de folhas de milho com
os sintomas de lesdes encharcadas. Os isolados bacterianos UFU A18
(Morrinhos-GO) e UFU B13 (Planaltina-GO) foram identificados por meio
das caracteristicas culturais, bioquimicas, moleculares e de patogenicidade
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em plantas de milho. Os hibridos de milho codificados como Al, A2, B1,
B2 e B3 foram inoculados com os dois isolados bacterianos. O experimento
foi conduzido em casa de vegetagao em blocos casualizados, em esquema
fatorial (2 isolados x 5 hibridos) com seis repeti¢des. A severidade da doenca
foi calculada em quatro avaliagdes, usando uma escala de notas variando
de 0 a 4, calculando-se a area abaixo da curva de progresso da severidade.
Os isolados bacterianos foram identificados como Pantoea ananatis e o
hibrido de milho A1 mostrou-se resistente a bactéria, quando inoculado
com o isolado bacteriano UFU B13.
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Maize white leaf spot, caused by the bacterium Pantoea ananatis, is one
of the main leaf diseases affecting this crop. Using varieties resistant to the
bacterium is the best strategy for the disease management. Thus, the aims
of this study were to characterize and identify Pantoea ananatis isolates and
evaluate maize hybrids resistant to this bacterial disease. The bacterium was
isolated from maize leaves showing symptoms of water-soaked lesions. The
bacterial isolates UFU A18 (Morrinhos-GO) and UFU B13 (Planaltina-GO)
were identified based on cultural, biochemical and molecular characteristics,
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and pathogenicity in maize plants. The maize hybrids encoded as A1, A2, B1,
B2 and B3 were inoculated with two bacterial isolates. The experiment was
conducted in a greenhouse in randomized block design and factorial scheme
(2 isolates x 5 hybrids) with six replicates. Disease severity was calculated on
four evaluations, using a rating scale ranging from 0 to 4 and calculating the
area under the severity progress curve. Bacterial isolates were identified as
Pantoea ananatis and the maize hybrid A1 was resistant to the bacterium when
inoculated with the bacterial isolate UFU B13.

A mancha branca do milho, causada pela bactéria Pantoea ananatis
(8) ¢ considerada uma das principais doencas foliares da cultura (5). A
doenga desenvolve-se em condigdes de alta precipitagdo, alta umidade
relativa (>60%), baixas temperaturas noturnas (14°C) e pode causar
perdas de até 60% na produgdo de graos em cultivares suscetiveis (3).

Segundo Romeiro (10) ainda ndo se desenvolveu produtos quimicos
eficientes capazes de curar uma planta ou mesmo de protegé-la contra
infecgdes bacterianas de forma eficiente.

O uso de variedades resistentes é a melhor estratégia para o manejo
da doenga, por ser mais vidvel, seguro e de menor impacto ambiental.
Nos programas de melhoramento genético, para a obtencdo de
variedades resistentes deve-se considerar a agressividade do isolados a
serem inoculados no hospedeiro. Assim como, a caracterizagao cultural,
bioquimica e molecular dos isolados bacterianos sdo importantes para
a identificacdo da bactéria.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar e identificar
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isolados de Pantoea ananatis obtidos de folhas de milho e avaliar a
resisténcia de hibridos de milho a bactéria.

O isolamento da bactéria foi realizado a partir de folhas de milho
com os sintomas de lesdes encharcadas. Fragmentos foliares foram
descontaminados com alcool 50% por 1 minuto, hipoclorito de sodio
2% por 3 minutos e posterior lavagem em agua destilada esterilizada,
os quais foram colocados em placa de Petri contendo o meio de cultura
523, e incubados na estufa a 28 °C por 48 horas.

Os isolados bacterianos obtidos foram caracterizados bioquimica e
fisiologicamente pelos testes de: Gram em KOH 3%, crescimento em
meio YDC, oxidag@o ou fermentagao da glicose, motilidade, produgao
de acidos a partir de inositol, sorbitol, sucarose ¢ D-arabinose, pela
produgdo da enzima arginina dihidrolase, liquefagdo da gelatina,
oxidase, catalase e crescimento a 37 °C (4, 8). O teste de patogenicidade
foi realizado inoculando-se a suspensdo bacteriana (10° UFC.mL",
DO, =0,5) dos isolados, por pulverizag¢do, em folhas de plantas de
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milho e a reag@o de hipersensibilidade pela inoculag@o da suspensao
bacteriana em folhas de fumo. A confirmacéo da identidade dos isolados
foi efetuada empregando-se um par de primers ANAF: (5° CGT GAA
ACT ACC CGT GTC TGT TGC 3’) e EC5: (5 TGC CAG GGC ATC
CAC CGT GTA CGC T 3’), para amplificagdo de um fragmento de
360/380 pares de base (6).

Os isolados foram preservados e mantidos na coleg¢@o de trabalho
do Laboratorio de Bacteriologia do ICIAG/UFU, sob os niimeros UFU
A18 e UFU B13, provenientes de Morrinhos (GO) e Planaltina (GO),
respectivamente.

Os hibridos de milho codificados como A1,A2, B1, B2 e B3, cedidos
pela empresa Syngenta foram cultivados em vasos de 500 g contendo
substrato solo, areia grossa e vermiculita na proporgdo de 3:1:1, com
duas plantas por vaso e foram avaliados quanto a resisténcia a bacteriose.

Plantas apresentando trés a quatro folhas (aproximadamente 15 dias
apos a semeadura) foram inoculadas com uma suspensdo bacteriana
(10*UFCmL", OD,_ =0,5) por aspersdo. As plantas foram submetidas
a camara umida 24 h antes e apds a inoculagdo. O experimento foi
conduzido em delineamento experimental em blocos casualizados,
esquema fatorial (2 isolados x 5 hibridos), com seis repeti¢des. Onde
a unidade experimental constou de um vaso com duas plantas.

A severidade da mancha branca das folhas foi avaliada aos 3, 6, 9
e 12 dias apods a inoculagdo, usando uma escala de notas variando de 0
a4, onde: 0 = folha sem sintoma, 1 =de 1 a 25% da folha lesionada, 2
=de 26 a 50% da folha lesionada, 3 = de 51 a 75% da folha lesionada,
4 = acima de 75% da folha lesionada.

Para a classificagdo da reagdo das plantas foi considerada a
avaliac@o realizada aos oito dias apds a inoculagdo, sendo os hibridos
que receberam notas 1 e 2, considerados resistentes e para notas de
2,01 a 4, considerados suscetiveis.

A Area Abaixo da Curva de Progresso de Doenga (AACPD) foi
calculada pela formula: AACPD = 3 ((Y, + Y, )/2)(t, —t), onde Y
representa a intensidade da doenga, t o tempo ¢ i 0 niimero de avaliagdes
no tempo (2). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
através do teste de Tukey, a 0,05 de significancia, por meio do programa
estatistico SISVAR.

Os isolados bacterianos UFU A18 e UFU B13 foram caracterizados
cultural, bioquimica e fisiologicamente como: Gram negativo,
fermentacdo da glicose, colonias amarelas em meio YDC, oxidase,
catalase, arginina dihidrolase, producdo de 4cidos a partir do inositol,
sorbitol, sacarose, D-arbinose, motilidade, liquefacdo da gelatina e
crescimento a 37 °C, todos positivos. Reacdo de hipersensibilidade em
folhas fumo, positivo e patogenicidade em folhas de plantas de milho,
positivo. Nos testes moleculares houve a amplificagdo de um fragmento
de 360/380 pares de base, sendo portanto, os isolados identificados
como Pantoea ananatis.

No entanto, para Coplin & Kado (4) a bactéria Pantoea ananatis
apresentou resultado negativo para a reacdo de hipersensibilidade em
folhas de fumo, divergindo dos resultados deste trabalho. A reacdo
de hipersensibilidade positiva em folhas de fumo (7) confirma a
patogenicidade dos isolados bacterianos, provenientes de plantas de
milho.

Na avaliacdo da reagdo de hibridos de milho a Pantoea ananatis
(Tabela 1), o hibrido codificado A1l (1,22) mostrou-se resistente ao
isolado UFU B13, enquanto que os demais hibridos codificados foram
suscetiveis aos dois isolados bacterianos. Também Brito et al. (1)
diferenciaram hibridos de milho resistentes e suscetiveis a Pantoea
ananatis. A utilizagao de hibridos de milho resistentes a bactéria pode
reduzir a incidéncia da mancha branca no campo.
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Tabela 1. Reagio de hibridos de milho a Pantoea ananatis, aos oito
dias apos a inoculag@o por aspersao.

Hibridos Isolados
UFU A18 UFU B13
Al 3,55% (S) 1,22 (R)
A2 3,78 (S) 2,66 (S)
Bl 3,94 (S) 2,72(S)
B2 3,83 (S) 3,00 (S)
B3 3,94 (S) 3,83 (S)

*Escala de notas de 0 (folha sem sintomas) a 4 (acima de 75% da folha lesionada).
S=suscetivel, R=resistente. Média das 6 repetigdes.

Para a area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) da
mancha branca do milho (Tabela 2), ndo houve diferenga significativa
entre os hibridos testados quando inoculados com o isolado UFU A18,
onde a AACPS variou de 33,23 (hibrido A1) a 35,24 (hibrido B1). No
entanto, para o hibrido codificado A1 (10,82) quando inoculado com o
isolado UFU B13 houve uma menor AACPS, diferindo estaticamente
dos demais. O isolado bacteriano UFU B13 de Pantoea ananatis
apresentou menor agressividade ao hibrido de milho A1 (10,82), que o
isolado UFU A 18 para o mesmo hibrido (33,23). O hibrido codificado
Al pode apresentar genes que codificam proteinas de defesa da planta
ao isolado UFU B13.

Tabela 2. Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS)
da mancha branca do milho, para diferentes hibridos ¢ dois isolados
bacterianos.

Isolados

Hibridos UFUAIS UFU BI3

Al 33,23 aA 10,82 bB

A2 34,07 aA 25,55 aB

Bl 35,24 aA 28,64 aA

B2 34,40 aA 28,30 aA

B3 34.90 aA 33,40 aA

Média dos isolados 3436 A 2534 B

CV (%): 17,04

Médias seguidas por letras distintas, minusculas na coluna e maitisculas na linha,
diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

Para a AACPS da mancha branca do milho houve diferenca
significativa entre isolados bacterianos (Tabela 2), a quantidade média
de doenga do isolado UFU A 18 (34,36) foi significativamente maior que
o isolado UFU B13 (25,34). De maneira geral, o isolado UFU A18 foi
mais agressivo para todos os genotipos avaliados, quando comparado
com o isolado UFU B13.

A variagdo do hibrido codificado Al (Tabela 2), em apresentar
suscetibilidade e resisténcia, aos isolados UFU A18 ¢ UFU B13,
respectivamente, indica a possibilidade do patégeno possuir ragas,
com diferentes niveis de viruléncia. De acordo com Brito et al. (1)
provavelmente devido altera¢des na populagdo do patdgeno por pressao
de selecdo direcional, em favor de ragas mais agressivas, acelerada
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pelo aumento de fonte de indculo no campo, em fungéo de plantios
sucessivos de safra e safrinha, auséncia de rotagdo de cultura e
utilizagdo frequente de fungicidas.

Até o momento, ainda ndo foi descrito a ocorréncia de ragas
de Pantoea ananatis na cultura do milho no Brasil. Outros ensaios
deverdao ser conduzidos com outros hibridos de milho ¢ um
maior nimero de isolados de Pantoea ananatis, para confirmar
a agressividade dos isolados de diferentes regides do pais e a
possibilidade de ragas do patégeno.

De acordo com Rocha & Paccola-Meirelles (9), a Pantoea
ananatis ¢ uma bactéria epifitica, com propriedades de nucleacao
do gelo, com um aumento populacional crescente a medida
que o milho atinge a fase de pré-florescimento, ¢ em condigdes
climaticas favoraveis ocorrera o desenvolvimento de lesdes foliares
encharcadas.

A identificacdo de Pantoea ananatis e a utilizagdo de isolados
bacterianos com diferentes niveis de viruléncia ou até mesmo a
possibilidade de ragas do patégeno podera auxiliar os programas de
melhoramento genético, na selecdo de hibridos de milho resistentes
a bactéria.

O hibrido de milho codificado A1 mostrou-se resistente a
Pantoea ananatis, quando inoculado com o isolado bacteriano
UFU B13.
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