Perfil Metabdlico de Bactérias Isoladas de Lesdes de Mancha
Foliar de
Phaeosphaeria em Milho, Através do Sistema Biolog
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, observou-se uma mudanca acentuada na agricultura brasileira em
termos de sistema de plantio, de manejo e de intensidade de cultivo. Essas alteracGes
podem refletir na incidéncia de doencas que afetam a produtividade das culturas. Na
cultura do milho, freqiientemente, tem sido verificada a ocorréncia de uma doenca foliar
que apresenta, no seu estagio inicial, lesbes cloroticas, tipo anasarca, tornando-se
necréticas mais tarde. Esta doenca foi descrita inicialmente como causada pelo fungo
Phaeosphaeria maydis, f. imperf. Phyllosticta sp. (Rane et al., 1966; Fantim, 1994).
Entretanto, em funcéo das caracteristicas iniciais do sintoma dessa doenca e das
dificuldades de se isolar fungos a partir de les6es anasarcas (Cervelatti et al, 2000;
Paccola-Meirelles et al., 1999), o papel de um fungo como agente etiolégico da doenca
tem sido questionado. Em 2001, Paccola-Meirelles e colaboradores isolaram uma bactéria
gram negativa de coloragdo amarela brilhante, identificada como Pantoea ananas (syn
Erwinia herbicola), a partir de lesdes jovens e evidenciaram seu papel como agente inicial
das lesdes em plantas de milho sob condi¢des controladas.

Dentre as diferentes técnicas disponiveis para a caracterizacao fenotipica de
microrganismos, atualmente, o sistema Biolog tem sido utilizado para diagnose de
bactérias fitopatogénicas gram negativas (Jones et al., 1993), baseado na reacdo de uma
série de 95 fontes de carbono. O desenvolvimento de cor resulta da oxidacdo dessas
fontes de carbono distribuidas na placa, constituindo um padréo de utilizacdo de substrato
chamado de perfil metabdlico especifico. Neste trabalho, comparou-se o perfil metabdlico
de bactérias predominantes em lesdes anasarcas de gendtipos de milho, em relagdo ao de
outras bactérias.



MATERIAL E METODOS

Neste estudo, testaram-se 10 isolados de bactérias. Oito obtidos em trabalho de
quantificacdo de populacdes bacterianas em lesdes anasarcas (seis isolados), lesdes
necréticas (um isolado) e em folha assintomatica (um isolado), a partir de cinco genétipos
de milho (Marriel et al., 2004). Os dois isolados restantes foram obtidos de amostras de
solo. O perfil metabdlico dessas bactérias foi determinado através do método preconizado
por Zak et al. (1994), utilizando-se microplacas GN2® (Biolog, Inc. HAYWARD:; A;
USA). Cada microplaca contendo 95 fontes de carbono. As culturas bacterianas,
cultivadas em caldo de soja tripcaseina (TSB), durante 48 horas sob agitagédo, foram
centrifugadas e ressuspendidas em solucdo salina, 0,85%, ajustando-se essa suspensao
para uma concentracgdo final de 0,8 DO. Um aliquota 120 microlitros de cada suspensao
diluida foi transferida para cada cavidade das microplacas. Ap6s a incubacdo de 24 horas,
efetuou-se a leitura de absorbancia das reacGes, em um leitor de placa elisa (Labstems,
Multskan, MS), a 405 nm. As variaveis da diversidade metabdlica estimadas e analisadas
foram: indice de diversidade de Shannon (H), riqueza de substrato (S), equidade (E), e a
atividade total (AT), soma da absorbancia de todos substratos. Os resultados foram
comparados através de analises de variancia (MSTAT-C), de cluster e de componentes
principais (programa STATISTICA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apresentados foram obtidos apds um periodo de incubagdo das microplacas
GN2 de 24 horas. As leituras efetuadas apds 16 horas de incubacao ndo permitiram a
analise para algumas das estirpes testadas, em particular, as bactérias isoladas de folhas de
milho assintomaticas, sem lesdes, e os isolados de amostras de solo, usadas como
referéncias. Dos dez isolados de bactérias testados, cinco apresentavam coloragéo
amarelada brilhante e predominancia absoluta nas lesées anasarcas, independente dos
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Figura 1. Aspecto morfoldgico de
coldrias da bacténa predominante em
lestes anasarcas de folha de milho

genotipos. Embora ainda ndo identificadas, esses isolados apresentam caracteristicas
similares as da bactéria isolada por Paccola-Meirelles et al., 2001, e identificada como
Pantoea ananas.



As analises de variancia mostraram diferencas significativas entre os isolados para indice
de diversidade metabdlica (H), diversidade de substrato (S), equidade ou indice de
similaridade (E) e atividade total. Independente desses parametros analisados, observou-
se que os cinco isolados de bactérias amarelas (Iso 1, 2, 3, 4 e 5), predominante nas
lesbes anasarcas e 0 isolado 8, de cor branca, ndo diferiram entre si e apresentaram
valores mais elevados para a diversidade de substratos (Figura 2), bem como para as
demais variaveis

estudadas, em relacdo aos outros isolados. Observa-se elevada capacidade metabolica,
com o numero de substratos utilizados por essas bactérias variando de 42 a 49 fontes de
carbono das 95 contidas nas placas GN2. Variabilidade intra-especifica e interespecifica
para diversidade funcional em populagdes de fitopatdgenos sdo freqiientes (Jones et al.,
1993)

Os resultados demonstram também que as estimativas de H, S, E e AT ndo fornecem
necessariamente informacdes sobre quais tipos de substratos foram utilizados pelas
bactérias e devem ser analisados com cautela. Os valores proximos de 4 observados para
H, para os isolados 1, 2, 3, 4, 5 e 8, poderiam induzir a erros de interpretacdo, em termos
de diversidade microbiana. Neste caso, os valores sdo explicados pela elevada capacidade
metabdlica dessas bactérias. Entretanto, a analise de cluster, baseado na presenca e
auséncia de substratos utilizados, via

entre as bactérias amarelas predominantes em lesdes anasarcas €, em menor extensdo com
o isolado 8, independente dos gendtipos avaliados. Estudos para a identificacdo dessas
bactérias via sequenciamento e afiliacdo taxonémica estdo em andamento.

CONCLUSOES

Concluiu-se que: (i) as bactérias amarelas, predominantemente isoladas a partir de les6es
do tipo anasarca, apresentam elevada diversidade metabdlica; (ii) essas bactérias
demonstram alta similaridade entre si, com relacdo ao perfil metabdlico, independente da
planta hospedeira (iii) apresentam perfil metabdlico distinto do de outras bactérias
isoladas das mesmas lesGes, bem como de bactérias isoladas de amostras de solo.
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