Capim-colchao: hospedeiro alternativo de Pantoea ananatis, agente causal da mancha
branca do milho
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Resumo: A bactéria Pantoea ananatis, agente causal da Mancha Branca do Milho (MBM) foi
recentemente isolada de lesdes foliares de capim colchdo (Digitaria horizontalis), uma
graminea encontrada em campos de produgdo de milho. As lesdes mostraram-se semelhantes
as lesdes da MBM. O objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade do capim colchdo ser
um hospedeiro alternativo do patégeno da MBM. Plantas de capim-colchdo foram obtidas das
entrelinhas da cultura do milho e transferidas para vasos em casa de vegetacdo. O isolado de
P.ananatis foi obtido de lesio da MBM da fazenda experimental da Embrapa Soja —
Londrina, PR. Apés lavagem das folhas com sabdo neutro, as lesdes anasarcas foram retiradas
e desinfectadas em dlcool 70% (1 min), em T-cloramina (4 min) e 3 X em 4gua esterilizada (1
min cada). Segmentos das lesdes foram depositados em meio TSA. Apds 24 h, coldnias
tipicas da bactéria foram isoladas e purificadas. Uma suspensdo bacteriana (10° UFC) foi
pulverizada sobre folhas (feridas com agulhas) do capim colchdo. Apds a inoculacdo, as
plantas foram mantidas com camara timida por diferentes periodos em casa de vegetagao,
antes de serem submetidos por mais 24 horas em camara climatizada a 15 °C. Apds esta
permanéncia em camara climatizada, os vasos foram retornados para casa de vegetagcao, onde
permaneceram até o surgimento dos sintomas. A partir do décimo dia da inoculagdo, sintomas
da doenca foram observados no capim-colchdo. A bactéria foi reisolada, caracterizada e
inoculada no cultivar de milho HS 200 em casa de vegetacdo. Os resultados permitiram
confirmar que o capim-colchao é um hospedeiro alternativo de P. ananatis.

Introducao

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho (Zea mays L.), superado apenas
pelos Estados Unidos e China. E a terceira commodity mais produzida no pais (FAO, 2007).
Comparagdo entre a safra 2008/2009 e projecdes para 2019/2020, as exportagdes terdo um
aumento de 80,3%, isso sé serd possivel se houver aumento em produtividade (MAPA/AGE,
2010).

O Estado do Parana é o maior produtor de milho do pais, com uma produc¢ao na safra
2008/09 de 12,5 milhdes de toneladas, produtividade média de 5.140 Kg/ha numa darea
plantada de 1.268,9 mil hectares na primeira safra e 3.024 Kg/ha numa 4rea plantada de
1.514,1 mil hectares na segunda safra. Na safra 2008/09 o Parana foi seguido em producgado
pelo Mato Grosso, Minas Gerais, Goids e Sao Paulo (CONAB, 2009).

A doenca Mancha Branca do Milho (MBM) encontra-se distribuida em quase todas as
regides produtoras do pais. Em cultivares suscetiveis, esta doenga apresenta alto potencial de
reducdo da produtividade. As perdas provocadas pela doenca MBM podem superar 60% da
producdo (CASELA et al., 2006). As condicdes climadticas que mais favorecem o
desenvolvimento da doenga sdo umidade relativa do ar acima de 60%, alta precipitacdo e
temperaturas moderadas variando de 20 a 25 °C (COUTINHO e VENTER, 2009). Nestas
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condicdes, o patégeno pode provocar seca prematura das folhas, como conseqiiéncia, pode
haver reduc¢do do ciclo da cultura e diminui¢do no peso e tamanho dos graos.

A MBM ¢ causada pela bactéria P. ananatis (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001).
Esta € uma bactéria Gram-negativa, ndo esporulante, anaerdbia facultativa, formadora de
coldnias com crescimento mucoso e de coloracdo amarelo brilhante quando em meio de
cultura. Os sintomas da MBM iniciam-se com lesdes foliares verde escuro, com aspecto de
encharcadas, do tipo anasarca, ficando acinzentadas e posteriormente necréticas de cor palha
(PACCOLA-MEIRELLES, 2001). A bactéria normalmente é encontrada na forma epifitica
(Wysmierski et al., 2006), porém ferimentos nas folhas originados pela acdo abrasiva das
particulas do solo, habitos alimentares dos insetos e até mesmo o atrito planta-planta
provocado pela acao de ventos fortes, podem resultar em epidemias da doenca (PACCOLA-
MEIRELLES, 2001).

A bactéria possui um mecanismo chamado quorum-sensing que permite a populacao
epifitica comunicar quimicamente entre si. A principal substincia sinalizadora produzida é
denominada acil-homoserinas lactonas. Esta substincia é empregada para controle da
expressdo de muitos caracteres fenotipicos importantes relatados para viruléncia e ataque do
hospedeiro. Também ¢é responsavel pela producdo de um exopolissacarideo, que protege a
célula bacteriana de mecanismos de defesa do hospedeiro e obstrui a circulacdo da seiva nas
folhas que origina o tecido necrosado (POMINI et al., 2007).

Este patégeno apresenta a capacidade de produzir cristais de gelo em temperaturas
onde esses cristais nao poderiam ser formados (WYSMIERSKI et al., 2005). Esse fendmeno
recebe o nome de “ice nucleation” ou nucleagdo de gelo (INA). Tal propriedade assume
importancia ainda maior, quando incide em culturas que nao toleram o congelamento do meio
intercelular, exteriorizando na forma de lesdes do tipo anasarca, como no caso do milho. Esta
propriedade € relacionada a viruléncia de bactérias fitopatogénicas. Para P. ananatis a
proteina extracelular relacionada a nucleacdo de gelo denomina-se KUIN-3 (MURYOI et al.,
2003).

P. ananatis ja foi relatada causando sintomas tanto em monocotiledoneas quanto em
dicotileddneas. Culturas como, meldo, arroz, cebola, aveia, eucalipto, e tomate tem sido
descritas como hospedeiras de P. ananatis (WEELLS et al, 1987; BRUTON et al, 1991;
WATANABE, KAWAKITA, SATO, 1996; GITAITIS, GAY, 1997, AZAD, HOLMES,
COOKSEY, 2000; COTHER et al, 2004).

No ano de 2004 o pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo, Walter F. Meirelles
observou, em dreas de plantio de milho na regido de Londrina/PR, uma alta incidéncia de
lesdes foliares em Digitaria horizontalis (capim-colchdo), uma erva daninha frequentemente
encontrada em lavouras de milho. O que chamou a aten¢ao do pesquisador foi a semelhanca
morfoldgica dessas lesdes foliares com aquelas da Mancha Branca do Milho (FIGURA 1).
Esta ocorréncia em capim colchdo foi posteriormente observada pelo mesmo pesquisador em
Ponta Grossa/PR e em Passo Fundo/RS, porém com intensidade variada. O material foi entdo
coletado e encaminhado ao laboratério de fungos da UEL/Londrina-PR e dele isolado uma
bactéria com morfologia semelhante a P. ananatis. A partir de entdo vdrios isolados
morfologicamente semelhantes a P. ananatis tem sido obtidos em lesdes foliares de D.
horizontalis (ROCHA e PACCOLA- MEIRELLES, 2008). Recentemente Meirelles coletou
em plantios de milho na regido de Campo Mourao/PR diferentes folhas de capim colchdo
todas portadoras de lesdes semelhantes as descritas acima. Essas lesdes mostraram uma
variabilidade morfolégica semelhante a variabilidade descrita por Paccola-Meirelles et al.
(2002) para diferentes genodtipos de milho. A D. horizontalis é considerada uma das ervas
daninhas mais comuns nas lavouras de milho, dentre outras culturas (PASQUALETTO et al,
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2001), mostrando-se predominante em campos experimentais de milho (OLIVEIRA et al,
2001). Esta graminea poderia atuar como hospedeiro alternativo de P. ananatis nas lavouras
de milho. Segundo Gitaitis et al. (2002) a P. ananatis pode sobreviver epifiticamente em
ervas daninhas.

O género Digitaria inclui cerca de 300 espécies, distribuidas em regides tropicais e
subtropicais de ambos os hemisférios (DOROW, 2001). A espécie D. horizontalis e outras
ervas daninhas ja foram relatadas como fonte de in6culo do virus do Mosaico Comum do
Milho, colaborando assim para com o aumento da incidéncia desta moléstia (ALMEIDA et
al., 2001).

O objetivo deste trabalho avaliar a possibilidade do capim-colchdao (Digitaria
horizontalis) ser um hospedeiro alternativo da bactéria P. ananatis, agente causal da Mancha
Branca do Milho.

Figura 1: Folhas de plantas de capim colchdo (D. horizontalis) mostrando lesdes semelhantes
as da Mancha Branca do Milho. (Foto obtidas por Meirelles na drea experimental da Embrapa
Soja em Londrina-PR).

Figura 2: Folhas de capim-colchdo (D. horizontalis) mostrando a variabilidade morfolégica
das lesdes semelhantes as da Mancha Branca do Milho. (Foto obtidas por Meirelles na drea
experimental da Cooperativa Coamo- Campo Mourdo-PR).

Material e Métodos

Isolamento de P. ananatis a partir de lesoes foliares em milho: Folhas sintomaticas
de MBM, foram coletadas na fazenda experimental da Embrapa Soja, Londrina, PR, Brasil a
partir do cultivar HS 200. Foram priorizadas as lesdes em estdgios iniciais da doenca, como
em anasarca, uma vez que a probabilidade das células bacterianas encontrarem-se vidveis €
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maior e o nimero de contaminantes € reduzido. Na época de coleta destas lesdes, as plantas
de milho estavam na fase de enchimento de graos. As folhas foram lavadas com esponja e
sabdo neutro, retiradas as lesdes anasarcas e estas desinfectadas com dlcool 70% por um
minuto, seguido de quatro minutos em T-Cloramina e trés enxdgiies, de um minuto cada, em
agua esterilizada. Segmentos das lesdes medindo aproximadamente 1 por 3 mm, foram
depositadas em meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA). Apds 24 horas em B.O.D. a 30 °C,
coldnias tipicas de P. ananatis foram isoladas e purificadas. Um isolado foi selecionado para
a condugdo do experimento, o entdo denominado isolado RG1.

Inoculacio de P. ananatis (isolada de lesoes da MBM) em folhas de capim
colchdo: Mudas de capim-colchdo sadias foram obtidas das entrelinhas da area experimental
da Embrapa Soja em plantio de milho. Estas mudas foram transplantadas para vasos em casa
de vegetacdo na Universidade Estadual de Londrina (UEL). Apds dois meses do plantio,
quando as plantas mostraram-se vigorosas, procedeu-se a inoculag¢do. O isolado RG1 de P.
ananatis obtido de lesdes da MBM foi cultivado em meio de cultura TSA por 24 horas e
incubado 2 30 °C. Foi ajustada uma suspensdo (10° UFC/mL) em solucdo salina (0,85% de
NaCl), pulverizada em casa de vegetacdo sobre as folhas do capim-colchdo previamente
feridas com agulhas. Apds a inoculacdo, as plantas foram mantidas com camara imida por
diferentes periodos em casa de vegetacdo, antes de serem submetidos por mais 24 horas em
camara climatizada a 15 °C. Apds esta permanéncia em camara climatizada, os vasos foram
retornados para casa de vegetacdo, onde permaneceram até o surgimento dos sintomas. Como
controle, as folhas foram feridas e pulverizadas somente com solugdo salina.

Foram realizados trés tratamentos:

Tratamento 1: apds a inoculagdo, o vaso foi acondicionado em camara umida e
deixado por 24 horas em camara climatizada a 15 °C. Posteriormente o vaso foi transferido
para casa de vegetacao e transcorridas 24 horas, retirou-se a cimara imida.

Tratamento 2: apds a inoculagdo, o vaso foi acondicionado em camara Umida e
deixado por 24 horas na casa de vegetacdo. Transcorrido este periodo, foi transferido por
mais 24 horas na camara climatizada a 15 °C. O vaso foi transferido para casa de vegetagao,
retirado da camara umida, e deixado nestas condi¢des até o surgimento dos sintomas.

Tratamento 3: apds a inoculacdo, o vaso permaneceu 48 horas na casa de vegetagdo e
transferido para camara climatizada a 15 °C por mais 24 horas. Apés estas 72 horas de
camara umida o vaso foi transferido para casa de vegetacdo, e ali permaneceu até o
surgimento dos sintomas.

Controle: Os controles seguiram a mesma metodologia dos tratamentos, porém as
inoculagdes foram realizadas sem a bactéria, apenas com solu¢do salina.

A avaliagdo foi realizada no décimo dia apds a inoculagdo das plantas de capim-
colchdo com a bactéria P. ananatis isolada da MBM.

Testes do Ice Nucleation: Os isolados bacterianos foram cultivados em 10 mL de meio
TSB por 12 horas a 30°C, 60 rpm. Uma aliquota de 200 uL da cultura foi adicionada em 1
mL de dgua destilada a -10 °C. A formacdo imediata de gelo no tubo de ensaio revelou o
fenétipo INA™ do isolado. O controle foi realizado da mesma forma como os tratamentos,
porém utilizando o meio TSB sem a bactéria.

Resultados e Discussao

Inoculacdo de P. ananatis (isolada de lesoes da MBM) em folhas de capim
colchao: O isolado de P ananatis RG1 reproduziu sintomas semelhantes aos da MBM quando
inoculado em capim colchdo (Figura 3) sob condi¢des controladas em casa de vegetacdo.
Melhores resultados foram obtidos nos tratamentos 1 e 2 (Tabela 1).
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Tabela 1: Reproducdo de sintomas em capim colchdo apds diferentes tratamentos de
inoculagdo de P. ananatis em casa de vegetacdo. O isolado de P. ananatis foi obtido de lesdes
foliares da Mancha Branca do Milho.

Tempo em casa Tempo em Tempo com
de vegetacao camara camara .
Tratamento (horas) climatizada a 15 umida Sintomas
°C (horas) (horas)
1 0 24 24 42
2 24 24 48 +
3 48 24 72 b
Controle 24 24 48 -

%4 crescimento bacteriano/’- auséncia de crescimento

Figura 3: Lesdes foliares em plantas de capim colchdo resultantes da inoculagdo com P.
ananatis isolada de lesdes da Mancha Branca do Milho. A e B: Lesdes em estagio inicial de
necrose (10 dias apds a inoculagdo) C e D: Lesdes em estdgio avangado de necrose.

A incidéncia e severidade dos sintomas foram maiores no tratamento 1 quando
comparados ao tratamento 2. Este fato pode estar relacionado a atividade de nucleagdo de gelo
que P. ananatis possui. As condi¢des climaticas do tratamento 1 podem ter favorecido mais a
atividade de nucleagc@o de gelo pela bactéria, exteriorizando na forma de lesdes necréticas

A mais severas.
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A bactéria foi reisolada a partir das lesdes do capim-colchdo (Figura 4) seguindo a
mesma metodologia usada para o isolamento a partir das lesdes das folhas de milho. A
bactéria mostrou-se morfologicamente semelhante a bactéria inoculada. Este reisolado
recebeu a denominagdo de ReRGI1.A Figura 4 esquematiza os passos utilizados neste
trabalho. A bactéria ReRGl1 foi inoculada em plantas de milho cultivar HS 200 com 30 dias
de idade, de forma semelhante a inoculagdo no capim colchdo. A Figura 5 mostra uma folha
de milho apresentando sintomas resultantes da inoculacdo da bactéria ReRGI reisolada do
capim colchao.

Yia Inoculagio em
capim colchdo

s kalada R 34

4 FReprodugdo dos
sintomas em casa
de wegetagdo
lzolamento de
F. aranatis

Rekolamento da bactéria

. Inoculagdo em
Reiolado ReRi&1 plantas de milho

HE200 em casa
de vegetagdo

Folha de milho com
zintomaz da MB

Figura 5: Folha de milho apresentando lesdes apds inoculagdo de P. ananatis ReRG1

Teste Ice Nucleation: Tanto o isolado RG1 como aqueles reisolados de lesdes do
capim colchao obtidos da inoculac¢io do isolado RG1 em casa de vegetacdo foram avaliados
com relacdo a capacidade de nucleacdo de gelo. Ambos os isolados mostraram-se positivos
para esta caracteristica.

Como a doenca MBM estd disseminada em quase todo o territério nacional e o capim-
colchdo também apresenta uma ampla distribui¢do, este pode ser descrito como sendo um
hospedeiro alternativo para o patdgeno.
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