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Identificacdo molecular de microrganismos presentes em lesoes necroticas de mancha branca do
milho

(Molecular identification of microorganisms present in necrotic lesions of maize white spot (MWS)
disease)
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A doenca mancha branca do milho (MBM) provoca necrose dos tecidos foliares causando perdas de até
60% nas lavouras ou a seca prematura das folhas em cultivares suscetiveis. A etiologia da doenga ndo
estd definida, sendo atribuida a bactéria Pantoea ananatis ou aos fungos Phoma sorghini, phylostictia,
phaeosphaera maydis, entre outros. Este trabalho objetivou o diagnéstico molecular de microrganismos
presentes em diferentes estadio das lesdes MBM em cultivares de milho plantadas no campo experimental
da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Minas Gerais. As lesdes foram classificadas em quatro diferentes
estadios sendo o estadio inicial denominado por anasarca, o estadio seguinte foi aquele em que as lesdes
apresentavam contornos bem definidos nas cores amarelo-marrom e dois estadios posteriores necroticos. As
lesoes coletadas foram levadas para o laboratorio para desinfestacdo superficial com lavagens sucessivas com
hipoclorito de célcio a2% e alcool 70%. Aproximadamente 0,5 grama de tecido vegetal usado para extragao de
DNA e 200 nanogramas de DNA foram empregadas para PCR com iniciadores desenhados especificamente
para P. ananatis e iniciadores universais (ITS1 e ITS2) para amplificagdo da regido intergénica do rDNA
ribossomal. Apos as amplificacdes 20 microlitros de cada amostra foi separada em gel de agarose a 1%.
Os iniciadores especificos para diagndstico de P. ananatis produziram amplicom de aproximadamente 390
pares de bases (pb) em todos os quatro estadios das lesdes MBM e o sequenciamento do DNA amplificado
confirmou a identidade de P. ananatis. Os iniciadores universais para fungos amplificaram um fragmento
de DNA de aproximadamente 500pb apenas nas lesdes mais tardias (necroticas) e o sequenciamento de
fungos isolados de lesdes MBM revelaram a presenga de diferentes espécies saprofitas. Esse resultado
possibilita concluir que a bactéria P. ananatis ¢ o agente causador da MBM e que os fungos que surgem
posteriormente nas lesdes MBM representam diferentes espécies de organismos oportunistas sem relagdo
direta com a doenga.
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