Pantoea ananatis, agente causal da Mancha Branca do Milho, sobrevive epifiticamente sobre
as folhas de milho
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Entre as moléstias que atingem a cultura do milho, a Mancha Branca do Milho (MBM)
apresenta destaque e importincia, em conseqiiéncia da alta incidéncia e prejuizos causados a
producdo, distinguindo-se como uma das principais doengas da cultura (Fantin, 1994;
Fernandes e Oliveira, 2000). Uma bactéria formadora de coldonias mucdides, de coloragcdao
amarelo brilhante, ndo esporulante, aerdbia facultativa e Gram negativa foi isolada por
Paccola-Meirelles et al (2001) a partir de lesdes do estdgio inicial da doencga, as lesdes
anasarcas. Esta bactéria, identificada como Pantoea ananatis € o agente causal da doenca
cujos sintomas iniciam-se com o aparecimento de lesdes foliares aquosas do tipo anasarca, de
coloragdo verde-escuro, as quais tornam-se necrdticas de cor palha. As lesdes possuem
formato eliptico a circular, de nimero varidvel sobre as folhas e podendo seu didmetro variar
entre 0,3 e 1 cm (Fernandes e Oliveira, 2000) e, em ataques severos, as lesdes podem
coalescerem (Casela et al., 2006). Pouco se sabe sobre a disseminacdo e sobrevivéncia de P.
ananatis na cultura do milho. Segundo alguns autores, o in6culo primdrio tem origem nos
restos culturais (Pereira ef al., 2005; Fernandes e Oliveira, 2000). Recentemente foi observado
que P. ananatis reside epifiticamente nas folhas de milho (Escanferla et al., 2006). As
bactérias epifiticas localizam-se em sitios abrigados, como depressdes entre as células
epidermais e ao longo das nervuras, bem como na base dos tricomas, podendo sobreviver
através de exsudatos de seu hospedeiro sem prejudicd-lo (Mariano e McCarter, 1991) e
aumentar sua populacdo na superficie foliar de plantas sadias do hospedeiro sem infecta-las,
servindo como fonte de inoculo mesmo na auséncia de sintomas (Kimura, 1981; Shuster e
Coyne, 1974). O objetivo deste trabalho foi avaliar o grau de semelhanca entre isolados
oriundos de lesdes com aqueles obtidos isolados epifiticos obtidos da superficie foliar de
plantas sadias. Os resultados podem auxiliar no entendimento do ciclo epidemiolégico da
doenca e suas interacdes entre patdgeno e hospedeiro.

Materiais e Métodos
1- Isolamento de P. ananatis das lesdes da Mancha Branca do Milho.

Isolados bacterianos oriundos de lesdes da MBM foram obtidos a partir de lesdes anasarcas,
conforme a metodologia descrita por Paccola-Meirelles et al. (2001).

2- Obtencao dos isolados bacterianos epifiticos

Foram coletadas 5 folhas do 2°, 3°, 4° e 5° n6 de 10 plantas, selecionadas aleatoriamente. As
folhas foram segmentadas nas por¢des apical, mediana e basal em segmentos de 2cm’ até
completar um peso total de 2,5g de folha fresca. Os segmentos foliares foram colocados em
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100mL de tampao fosfato 0,1M (pH 7,0) + 0,1 (g/v) de peptona bacteriolégica e pérolas de
vidro, deixados em agitac¢@o por 2 horas, a 30°C e 140 RPM. O extrato obtido foi filtrado em
gaze esterilizado e centrifugado a 4500 RPM por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspenso em 9mL de solugdo salina (8,5%). A partir deste procedimento, as amostras
foram adequadamente diluidas e aproximadamente 0,1 mL foram plaqueados em meio TSA+
eritromicina (0,04 mg/mL) + Ciclohexamide (0.005mg/mL). Afim de facilitar o isolamento de
P ananatis da superficie foliar, evitando o isolamento errdneo de espécies morfologicamente
semelhantes, foi adicionado eritromicina ao meio de isolamento, seguindo as recomendagdes
feitas por Sauer et al. (2009). Estes autores observaram que isolados de P. ananatis sao
resistente 4 eritromicina na dosagem recomendada. As placas foram incubadas a 30°C + 2 por
48 horas e apds esse periodo, as bactérias foram selecionadas e diferenciadas de acordo com
suas respectivas caracteristicas morfologicas.

3. Caracterizacdo dos isolados de P. ananatis: isolados epifiticos vs. isolados obtidos
diretamente de lesoes

a. Reacdo Gram: Os isolados selecionados foram pré caracterizados através de meio
seletivo Agar MacConkey, utilizado para isolamento de bactérias Gram negativas. Placas
contendo 20 mL de meio Agar MacConkey foram inoculadas com todos os isolados, e
incubadas a 30°C + 2 por por 48 horas.

b. Caracterizagdo quanto a utilizacdo de sorbitol e glicerol: Os isolados foram
cultivados em presenca de sorbitol e glicerol conforme descricdo feita por Schaad et al.
(2001) e incubados a 30°C até o periodo de avalia¢do. O critério de avaliag¢do utilizado foi a
alterac@o da colorag@o dos meios de cultura, de azul para amarelo. P. ananatis utiliza sorbitol
e glicerol como fontes de carbono.

c. Caracterizagdo quanto a utilizagdo de diferentes fontes de carbono (Biolog): Foram
selecionados 15 isolados para serem testados em 95 diferentes fontes de Carbono. Os isolados
foram cultivados em meio NA (Nutriente Agar) e posteriormente inoculados nas placas dee
BIOLOG (Microplaca GN2 — Biolog catalogo 1101) de acordo com a metodologia descrita
por Marriel et al. (2004). Ap6s incubagédo a 30°C verificou-se o crescimento dos isolados em
cada fonte de Carbono.

d. Determinacdo da atividade de nucleacdo de gelo dos isolados bacterianos: Os
isolados bacterianos foram cultivados em meio TSB por 24 horas e incubados a 30°C sob
agitacdo constante de 60 RPM. Apds esse periodo o material foi homogeneizado em vortex e
0,ImL do cultivo foram adicionados a tubos de ensaio contendo ImL de dgua destilada
esterilizada, os quais encontravam-se acondicionados em banho de gelo, com temperatura
externa abaixo de -10°C por aproximadamente 2 min. A formacéo de gelo instantdnea no tubo
ao acrescentar a solucdo bacteriana, revelou o fendtipo INA positivo do isolado. Foram
submetidos a teste 51 isolados, dos quais 11 foram isolados de lesdes da Mancha Branca do
Milho e os restantes da superficie epifitica da cultura. O controle consistiu na adi¢do de meio
TSB livre de bactéria nos tubos contendo dgua destilada estéril

e. Andlise molecular dos isolados: A identidade molecular dos isolados cujas caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas se assemelhavam a P. ananatis foi realizada por meio do sequenciamento
da regido intergénica 16S/23S (Internally Transcribed Spacer region - ITS) utilizando os primers
PanITS1 (5’-GTCTGATAGAAAGATAAAGAC-3’), especifico para amplificacio de rDNA de
Pantoea ananatis (Gitaitis et al., 2002) e o primer EC5 (5’-CGGTGGATGCCCTGGCA-3’), universal
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para amplificacdo de rDNA bacteriano (Gurtler e Stanisich, 1996). Também foram utilizados os
primers universais 16F27 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 16R1542 (5 -
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) para amplificacdo do gene ribossomal 16S. Para andlise
molecular foram selecionados 14 isolados da superficie epifitica de milho e 10 isolados
provenientes de lesdes. Os isolados foram cultivados em meio LB ligiiido (Luria-Bertani
liquido: 1% Triptona: 0,5% Extrato de Levedura: 1% NaCl em 4gua. pH 7,0) por
aproximadamente 8 horas. As amostras foram centrifugadas por 2 min a 14.000 RPM e o
preciptado ressuspendido em 500 pL de tampao TNE (25 mM Tris, 100mM NaCl, 100mM
EDTA - 5mL; 6,6 mL, 40 mL, adicionado de 200 mL de dgua). A seguir as amostras foram
sonicadas por 1 min e acrescidas de 400 pL de cloroférmio: dlcool isoamilico (24:1) e 100 uL
de SDS 20% e incubadas por 30 min a temperatura ambiente. Apds centrifugagdo por 2 min a
14.000 RPM, a fase aquosa foi recuperada, acrescida de 400 puL de cloroférmio: élcool
isoamilico e misturadas em vortex por 30 segundos. O material foi novamente centrifugado a
14.000 RPM por 2 min e a fase aquosa superior foram adicionados 500 puL de fenol:
cloroférmio (1:1). Agitou-se em vortex por 30 segundos, seguido de uma centrifugacio por 2
min a 14.000 RPM. A fase aquosa superior foi recuperada e adicionada de 500 pL de
cloroférmio. Misturou-se em vortex por 30 segundos e centrifugou-se por 2 min a 14.000
RPM. A fase superior foi recuperada e acrescida de 2,5 volumes (1.250 ul) de etanol
absoluto. O material foi misturado por inverséo e armazenado a —20°C por 2 horas. Em seguida
o material foi centrifugado por 15 min a 14.000 RPM, descartando-se o dlcool. As amostras foram
lavadas rapidamente com etanol 70%, deixadas para secar o sedimento (pellet) e ressuspenso em 100
UL de dgua autoclavada. A quantificacdo do DNA foi realizada por leitura espectrofotométrica
(OD260/280) e a qualidade foi determinadas por eletroforese em gel de agarose a 0,8%. A
amplificacdo do rDNA por meio de PCR foi realizada empregando 25 ng de DNA gendmico
bacteriano mais 2,5 UL de tampao de PCR 10X (20 mM Tris-HCI, pH8,4; 50 mM KCl), 2,0 uM cada
primer, 25 mM MgCl, e 1 U Tag DNA polimerase (Phoneutria, Belo Horizonte, Brasil) em volume
final de 25 pL. A reac@o de PCR foi incubada no termociclador modelo PTC-100 (MJ Research, MS,
USA) nas seguintes condi¢des: 1 ciclo de desnaturacdo do DNA a 94 °C durante 1 min seguido de 30
ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 50 °C (anelamento), € 2 min a 72 °C (extensdo). Finalmente a reagio
foi incubada por 10 min a 72 °C. O DNA amplificado foi analisado por eletroforese horizontal a 6
V/cmz, em gel de agarose a 0,8% (wt/v) em tampao TAE (0,004 M Tris-acetato; 0,001 M EDTA, pH
8,0) e contento brometo de etidio (0,5 mg/L). Os géis foram visualizados sob luz ultravioleta,
fotografados. Fragmentos de gel contendo a banda de DNA amplificado foram cortados e o DNA foi
purificado com GeneClean kit II (BIO 101, Vista, CA, USA). O sequenciamento foi realizado
utilizando todos os primers descritos anteriormente e também os primers universais 16F518 (5° —
CAGCAGCCGCGGTAATAC-3’) e o primer 16R928 (5’- CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3’). Para
as reacOes de sequenciamento um mix foi preparado para cada reagdo (2uL Mix Big Dye Terminator
versdo 3.1, 1uL Primer (5 pmoles/uL), 2ul. de tampdo de dilui¢do, e g.s.p 15 pL. de H,O). Aliquotas
de 9 uLL do mix foram distribuidas em tubos contendo 1 uL. DNA (~200 ng/uL). As amostras foram
colocadas em Termociclador, utilizando-se do programa: 96°C, 20 segundos; 50°C, 10 segundos;
60°C, 4 min por 30 ciclos. Em seguida, em cada tubo de reacao foi adicionado 40uL de isopropanol
75%, em temperatura ambiente por 15 min. As amostras foram centrifugadas por 20 min, 14.000 RPM
a 20°C, descartando-se o sobrenadante. Foram adicionados 100 pL de etanol 70% (Merck) e
centrifugado por 10 min a 14.000 RPM, 20°C. Apés o descarte do sobrenadante o material foi secado
em temperatura ambiente no escuro e ressuspenso em 10uL de formamida Hi-Di; O DNA foi
desnaturado a 95°C por 5 min e resfriado no gelo antes de injecdo no seqiienciador ABI3100.

Cada fragmento de DNA amplificado foi sequenciado pelo menos oito vezes (forward e reverse).
Para cada isolado, as sequéncias foram alinhadas e editadas utilizando o programa CAP3 Sequence
Assembly Program (http://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php). Os contig de cada isolado foram analizados no
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NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando o
programa BLASTn para pesquisa de similaridade de sequencias no GenBank.

Resultados e Discussao

Os isolados de P.ananatis obtidos das lesdes da MBM mostraram-se resistentes a
eritromicina na concentragdo de 0,004 mg /mL de meio de cultura (Sauer et al., 2009). Nesta
concentracdo ocorreu inibicdo do crescimento de outras espécies bacterianas avaliadas, mas
permitiu o crescimento de P. ananatis. Desta forma foi possivel selecionar 24 isolados de
bactérias epifiticas morfologicamente semelhantes 4 P. ananatis.

Tanto isolados epifiticos como aqueles obtidos da lesao da MBM desenvolveram-se
no meio seletivo MacConkey, sendo classificados como Gram negativos.

Para os teste de utilizacdo de sorbitol e glicerol, foram selecionados 24 isolados
epifiticos e 10 isolados de lesdes. As amostras submetidas ao teste foram positivas para a
utilizacdo das fontes de carbono utilizadas neste experimento. Em geral as espécies
pertencentes ao género Pantoea apresentam pigmentacdo amarela, mas comportam-se de
maneira distinta quanto a formagao de dcido a partir de glicerol e sorbitol. As espécies P.
agglomerans, P. stewartii e P. ananatis, apresentam coloracdo amarela e morfologia que
podem ser facilmente confundidas entre si. No entanto as duas primeiras ndo utilizam o
glicerol e o sorbitol como fontes de carbono, enquanto que a P. ananatis utiliza esses
carboidratos, produzindo um 4cido durante este processo o qual altera a coloracdo do meio de
cultura (de azul para amarelo) (Schaad et al., 2001). Todos os 24 isolados epifiticos e todos
os 10 isolados obtidos de lesdes da MBM comportaram-se de forma semelhante quanto a
utilizacdo de sorbitol e glicerol, comprovando a semelhanca entre os mesmos.

A determinacdo da propriedade de nucleacdo de gelo foi avaliada em 51 isolados (40
isolados da superficie epifitica e 11 obtidos diretamente de lesdes da MBM). Apresentaram a
caracteristica INA™ 27 dos isolados epifiticos e 8 dos isolados da MBM. Essa caracteristica é
variavel dentro e entre isolados, e dependente da concentracdo de nucleantes de gelo presentes
nas bactérias no momento dos testes.

A andlise pelo BIOLOG para utilizacdo de fontes de carbono, permitiu o agrupamento
dos isolados através do dendograma de similaridade, revelando a existéncia de apenas um
grande grupo, este, constituido por vdrios subgrupos, onde apenas o isolado E3L2H1 foi
agrupado separadamente (Figura 1). Dos 15 isolados avaliados neste, 10 apresentaram
coeficiente de similaridade préximo a 80%. Nao houve distincdo entre grupos dos isolados
obtidos de lesdes da MBM e de isolados obtidos da superficie epifitica.
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Figura 1. Dendograma mostrando a relagdo entre 15 isolados de P. ananatis oriundos da
superficie foliar e aqueles obtidos diretamente das lesdes da Mancha Branca do Milho,
baseado na utilizacdo diferencial das 95 fontes de carbono disponiveis nas Microplacas de
Biolog GN. Isolados diretamente da lesdo ( m ). Isolados epifiticos ( O ). Isolados INA+ (e).
Isolados INA- (0). Isolados positivos para utilizacdo de sorbitol e glicerol como fontes de
carbono ( A ). Isolados ndo testados para esta caracteristica (== ).

Para as andlises moleculares e sequenciamento foram utilizados 14 isolados da superficie
epifitica de milho e 10 isolados de lesdes da MBM. As analises moleculares permitiram observar
que o primer Pan ITS1, especifico para identificacdo de Pantoea ananatis (Gitaitis et al., 2002),
também amplifica a regido ITS de P. stewartii subespécie stewartii (Walcott et al., 2002). No presente
estudo, os primers PanITS1 e EC5 produziram amplicons cujos tamanhos variaram entre 400 e 600
pares de bases para a maioria dos isolados estudados. Somente amplicons de aproximadamente 400 pb
e de 612 pb corresponderam a regido ITS. A variacdo de tamanho dos amplicons pode ser explicada
pelo fato de existirem seis cdpias diferentes de rDNA em P. ananatis. Além disso, sequéncias
diferentes foram obtidas para um mesmo amplicon confirmando a existéncia de multicpias de rDNA.
Em P. stweartii € descrita apenas uma cépia de rDNA.

Treze isolados da superficie foliar apresentaram elevada identidade de sequéncias com
Pantoea ananatis, variando entre 98% e 100%. O DNA de um dos isolados ndo amplificou a regido
ITS do rDNA quando os primers PanITS1 e EC5 foram utilizados. Nesse caso os primer universais
16F27 e 16R1542 foram empregados para amplificagdo parcial do gene ribossomal 16S e
aproximadamente 1500 pares de bases foram sequenciados. A andlise das sequencias geradas revelou
100% de identidade com Bacillus pumilus. Com relacio aos isolados de lesdes, todos amplificaram
fragmentos de rDNA quando os primers PanITS1 e EC5 foram utilizados. A andlise das sequéncias de
DNA revelou elevada identidade (97%-100%) com Pantoea ananatis.

Com relacdo a espécie P. stewartii subesp. stewartii, a identidade das sequencias de DNA
amplificado utilizando os primers PanITS1 e EC5 foi menor do que a identidade com P.
ananatis e variou entre 87-92%. Além disso, a existéncia de uma regido de aproximadamente 35
pares de bases nos rDNAs amplificados dos isolados epifiticos e das lesdes, presente em uma das seis
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copias de rDNA de P. ananatis mas ausente em P. stweartii, possibilita concluir que os isolados sdo
realmente P. ananatis.

Conclusoes

A caracterizacdo dos isolados epifiticos, demonstrou que estes sdo semelhantes aos
isolados obtidos diretamente das lesdes da MBM. O sequenciamento das bactérias isoladas
das lesdes da MBM e das isoladas da superficie foliar permitiram concluir, com excecao de
um dos isolados epifiticos, os demais sdao pertencentes a espécie P. ananatis. Trabalhos
anteriores demonstram que, quando a populacdo de P. ananatis atinge uma determinada
concentracdo celular na superficie foliar do milho, em condi¢des ambientais favordveis, os
sintomas da mancha branca se manifestam.
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