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RESUMO - A mancha-branca do milho (MBM) ¢ uma doenga amplamente distribuida e causa
reducdo da produtividade em varios paises. A bactéria Pantoea ananatis € o agente etioldgico
da MBM e sua detec¢do no estadio inicial da cultura ¢ importante para manejo da doenca. Este
estudo objetivou desenvolver um teste molecular para diagnostico rdpido e preciso de P.
ananatis. Foi desenhado um par de iniciadores para amplificar a regido espagadora (ITS) dos
genes ribossomais 16S-23S P. ananatis e a especificidade dos iniciadores foi testada

empregando isolados de P. ananatis do milho, sorgo e Digitaria sp., DNA total de pool de
lesdes MBM de milho e de lesdes semelhantes 8 MBM em sorgo e Digitaria sp. ¢ DNAs de
espécies de referéncia do género Pantoea. Para cada isolado foi observado apenas um
fragmento de DNA de 361 pares de bases (pb) ou 389 pb em cada amostra das espécies P.
ananatis ¢ P. allii. A identidade dos amplicons foi confirmada através de sequenciamento. O
resultado forneceu uma ferramenta simples para diagndstico de isolados de P. ananatis e para
diagnostico direto de P. ananatis associado com lesoes MBM em milho, sorgo e Digitaria sp.
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Introducao

A doenga mancha-branca do milho (MBM) causa redugdo de até 60% da produtividade
nessa cultura e encontra-se distribuida em quase todas as regides brasileiras (POMINI et al.,
2007; SAWAZAKI et al., 1997). A bactéria Pantoea ananatis, agente causal da doenca
mancha-branca do milho (MBM) (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001), constitui sério
problema para os produtores em varios paises (ALIPPI ¢ LOPEZ, 2010; KRAWCZYK et al.,
2010; PEREZ-Y-TERRON et al., 2009). Em 2011, Cota e colaboradores descreveram, pela
primeira vez, os sintomas da doenga em sorgo.

P. ananatis pode ser encontrada como saproéfita, em restos culturais, ou nas formas
epifitica, endofitica ou patogénica, em diferentes estadios de desenvolvimento do hospedeiro.
Infeccdes latentes de P. ananatis nas folhas usualmente servem como indculo para epidemias
(COUTINHO e VENTER, 2009). Como saprofita, P. ananatis vivendo nos restos culturais
pode causar doencas mais cedo na cultura do milho. Recentemente a bactéria foi isolada de
Digitaria horizontalis e D. insulares, que sao plantas invasoras associadas ao milho

(GONCALVES et al., 2010). Portanto, a deteccdo de indculos nos estadios iniciais da cultura
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¢ importante para predi¢do e manejo da doenca.

Tradicionalmente, a identificagdo de espécies do género Pantoea tem sido feita por
meio de analise de diferentes caracteres fenotipicos e por meio de testes bioquimicos
inconclusivos. Esses métodos demandam muito tempo e necessitam de analises realizadas por
profissionais especializados para realizarem a dificil identificacdo dos isolados ao nivel de
espécies e estabelecer relagdes filogenéticas com os grupos superiores (BRADY, 2005). Por
1sso, torna-se necessario desenvolver um teste rapido, preciso e sensivel para diagnostico de
Pantoea ananatis. Neste trabalho ¢ descrito um teste molecular simples, rapido e acurado para
diagnostico conclusivo de P. ananatis em milho, sorgo e Digitaria sp., que pode ser executado

por técnicos de laboratorio, sem a necessidade de conhecimento profundo de taxonomia.

Material e Métodos

P. ananatis isolada de sorgo, pool de lesoes MBM de milho e pool de lesdes
semelhantes a MBM em sorgo e Digitaria sp. foram coletados de plantas nos campos
experimentais da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil.

P. ananatis isolada como epifitica, como sapréfitas em restos culturais de milho e
isoladas de lesdes MBM de plantas de milho, sorgo e de plantas invasoras do género Digitaria
sp. foram obtidas da colecdo de microrganismos do Laboratorio de fungos da Universidade
Estadual de Londrina, Parand, Brasil. Em ambas as cole¢Oes, os isolados bacterianos foram
identificados por métodos morfologicos, bioquimicos e moleculares (sequenciamento de
rDNA).

Cartdes FTA (Whatman Inc., Clifton, USA) contendo esfregacos de culturas de
linhagens de referéncia das seguintes espécies: Pantoea agglomerans (PNG 06-3, PNG 09-1 ¢
PNG 97-2), P. ananatis (PNA 08-2, PNA 97-5 e PNA 99-13), P. stewartii (ES 02-1 e ES 02-
2) e, P. allii (Bsf 24, HH 24, BD 380 ¢ BD 390™= LMG 24248") foram fornecidos pelo Dr.
Ronald D. Gitaitis (University of Georgia, College of Agricultural & Environmental Sciences,
Tifton, GA, USA).

DNA genomico das linhagens de referéncia das espécies: P. vagans (105"= LMG
24199"), P. allii (BD 390"™= LMG 24248") foram fornecidos pela Dra. Teresa A. Coutinho
(Department of Microbiology and Plant Pathology Forestry and Agricultural Biotechnology
Institute (FABI), University of Pretoria, Pretoria, South Africa).

DNA gendmico de isolados bacterianos brasileiros € DNA total de 0.5 g de pool de

lesdes  esterilizadas  superficialmente  foram  extraidas pelo método CTAB
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(hexadecyltrimethylammonium bromide) (DOYLE e DOYLE, 1990). DNA de amostras em
cartoes FTA foram preparados de acordo com as instrugdes do fabricante (Wattman Inc.,
Florham Park, NJ, USA) e usados diretamente nas reacdes de PCR.

O iniciador Forward, denominado por ANAF: 5'-
CGTGAAACTACCCGTGTCTGTTGC-3" foi desenhado por meio de alinhamento de
sequéncias das regides ITS dos genes rRNA 16S e 23S de Pantoea spp. € anela com apenas
uma das sete copias de rDNA de P. ananatis, em uma regido especifica contendo rearranjo
gendmico. O iniciador Reverse universal EC5: 5'-TGCCAGGGCATCCACCGTGTACGCT-
3' (GURTLER e STANISH, 1996) foi modificado pela adi¢do de oito nucleotideos (letras em
destaque) na extremidade 3’. A especificidade dos primers foi analisada contra todas as
sequéncias de DNA depositadas no GenBank por meio do programa Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

As reagoes de PCR ¢ as condi¢des de incubacdo foram realizadas de acordo com o
protocolo padrao empregado no Laboratério de Bioquimica Molecular da Embrapa Milho e
Sorgo, com 60 °C para a temperatura de anelamento e 0.5 unidade de Taq DNA polymerase
(Phoneutria, Belo Horizonte, MG, Brazil). Aliquotas de 20 pL das reagdes de PCR foram
aplicadas em géis de agarose a 0,8% (w/v), contendo 3 pl de brometo de etidio na
concentracao de 10mg/mL e resolvidos em tampao Tris-Acetate-EDTA (TAE), a 60v por 90
minutos. Os amplicons, cortados dos géis de agarose, foram purificados com o DNA gel
extraction kit (Fermentas Inc., Glen Burnie, MD, USA) e sequenciados duas vezes em cada
direcdo (forward e reverse), com Big Dye Terminator Cycle Sequencing, em sequenciador ABI
Prism 3100 automatic sequencer, de acordo com as instru¢des do fabricante (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). As sequéncias consenso geradas com o programa CAP3
(HUANG e MADAN, 1999) foram depositadas no GenBank e receberam os numeros de
acesso JN622029 a JN622037. A similaridade das sequéncias foi avaliada com o programa

BLAST (ALTSCHUL et al., 1997, http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Resultados e Discussio
A andlise com o programa primer-blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast) para estimar os produtos de PCR com os iniciadores ANAF e EC5-modificado revelou
dois possiveis amplicons para a mesma copia da regido ITS do genoma de P. ananatis: 360 pb
para a linhagem LMG20103 (GenBank acesso CP001875) e 388 pb para a linhagem AJ13355
(GenBank acesso AP012032.1).

0077



Os produtos das reacdoes de PCR com os iniciadores ANAF e ANAR para todas as
amostras identificadas como P. ananatis (isolados do milho, sorgo e Digitaria sp.; pool de
lesdes MBM de milho e lesdes semelhantes a MBM em sorgo e Digitaria sp.) apresentaram
apenas um amplicom com tamanho proximo ao esperado (361 pb ou 389 pb), confirmando a
analise com Primer-BLAST. O padrao eletroforético dos produtos de amplificacao de algumas
amostras de Pantoea empregadas nesse estudo ¢ mostrado na Figura 1.

Amplicons de 361 pb ou 389 pb também foram observados em amostras de quatro
linhagens de P. allii (Figura 1). Na tltima década, membros do género Pantoea isolados de
cebola (Allium cepa L.) nos EUA e na Africa do Sul foram rotineiramente identificados como
P. ananatis, tendo como base caracteristicas bioquimicas (Gitaitis & Gay, 1997; Walcott et al.,
2002) e na analise de sequéncias do gene ribossomal 16S (Goszczynska et al., 2006).
Recentemente, a analise MLSA (multilocus sequence analysis) e AFLP (amplified fragment
length polymosphism) mostraram que o grupo EUA/Africa-do-Sul de Pantoea é formado por
duas espécies diferentes, embora muito relacionadas: P. ananatis, € uma nova espécie que foi
denominada de P. allii (BRADY et al., 2011). Contudo, ¢ necessario realizar o
sequenciamento completo de pelo menos um dos isolados identificados como P. alli e
proceder a analise comparativa com a sequéncia completa do genoma de P. ananatis para
esclarecer a posicao taxondmica e definir o status de P. alli como uma nova espécie ou como
uma linhagem diferente de P. ananatis. Embora P. allii tenha sido descrita apenas nos EUA e
na Africa do Sul, a identificagdo dessa nova espécie é muito recente (Brady et al., 2011) ¢ a
gama de hospedeiros, bem como sua ocorréncia em outras partes do mundo, precisa ser
investigada. Além disso, a grande afinidade genética entre P. allii e P. ananatis aponta para a
necessidade de revisao critica da identidade de todos os isolados de Pantoea, anteriormente
classificados como P. ananatis. No presente estudo, todos os isolados bacterianos de milho,
sorgo e Digitaria sp. foram identificados como P. ananatis por meio de testes bioquimicos e
de sequenciamento do gene 16S e da regido ITS 16S-23S rRNA genes. A habilidade de P. allii
produzir acido usando amidalina ou adonitol como substratos ¢ uma caracteristica fenotipica
usada para diferenciagdo inequivoca de P. allii e P. ananatis (BRADY et al., 2011). A
capacidade de fermentar adonitol foi testada para os isolados de bactérias utilizadas no
presente estudo e para outros 56 isolados previamente identificados como P. ananatis. Os
resultados foram negativos para P. allii, reforgando a identidade dos isolados bacterianos de
milho, sorgo e Digitaria sp. como pertencentes a espécie P. ananatis.

Mesmo em cebola, os iniciadores ANAF e EC5-modificado também poderdo ser
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utilizados como um primeiro método para distinguir P. allii e P. ananatis de outras espécies

de Pantoea e o teste bioquimico podera ser usado para discriminar P. allii e P. ananatis.

Conclusio
Neste estudo ficou demonstrado que reagdes de PCR com os iniciadores ANAF e EC5-
modificado representam poderosa ferramenta para identificacdo rdpida e confidvel de P.
ananatis 1solada de milho, sorgo e Digitaria sp. e constitui um teste simples, rapido e acurado

para diagnostico direto de P. ananatis associada com lesdes MBM.
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Figura 1. Gel de agarose dos produtos de PCR com amostras de DNA de diferentes fontes amplificados com
os iniciadores ANAF e EC5-modificado. Linhas A: 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen, Carslbad, CA, USA);
linhas 1-8: linhagens de referencia de Pantoea sp.; linhas 1 e 2: P. ananatis (PNA 08-2 e PNA 97-5); linha 3:
Pantoea allii (BD390"=LMG 24248"); linhas 4 a 6: P. agglomerans (PNG 06-3, PNG 09-1 and PNG 97-2);
linhas 7 e 8: P. stewartii (ES 02-1 and ES 02-2); linhas 9 a 11: DNA gendmico de P. ananatis isolada de
milho, sorgo e Digitaria sp., respectivamente; linhas 12 a 14: DNA genomico total extraido de pool de lesdes
MBM de milho, sorgo e Digitaria sp., respectivamente. Aliquotas de 5 pl das reagdes de PCR (linhas 1 a3 e 9
a 14) e 15 uL (linhas 4 a 8).
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