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Apresentacao

A doenca conhecida como mancha-branca-do-milho (MWS), inicialmente
descrita como mancha-de-phaeosphaeria (PLS), é uma das principais
doengas do milho no Brasil e vem crescendo em importancia para os
produtos em diferentes paises.

A identificacdo correta do agente etioldgico é uma etapa importante
para predi¢cao e manejo adequado da doenga.

O fungo Phaeosphaeria maydis foi inicialmente descrito como o
agente etiolégico dessa doenca (Rane et al., 1966).

Contudo, o insucesso na reprodugdo de sintomas, a ocorréncia do
fungo restrita a algumas areas de cultivo do milho e sua auséncia em
areas de elevada incidéncia da doencga geraram sérias duvidas sobre
a etiologia da mesma.

Assim, a realizacdo de estudos cientificos detalhados possibilitaram
a identificacdo correta do agente causal da doenca como sendo a
bactéria Pantoea ananatis (Paccola-Meirelles et al., 2001). A partir
dessa data, a doenca passou a ser denominada mancha-branca-do-
milho.

O desenvolvimento de métodos diagndsticos simples, precisos e
rdpidos podem acelerar a tomada de decisdes para controle da
doenca.

Nesse documento é apresentado um método de diagndstico que
apresenta as caracteristicas descritas anteriormente e que consiste
no uso de apenas um par de iniciadores (primers) para amplificar
uma regiao do cromossomo bacteriano que constitui uma assinatura
genOmica da espécie P. ananatis.

Antonio Alvaro Corsetti Purcino
Chefe Geral
Embrapa Milho e Sorgo
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Diagndstico Molecular de
Pantoea ananatis em Milho,
Sorgo e Digitaria sp

José Edson Fontes Figueiredo
Luzia Doretto Paccola Meirelles

Introducéao

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho (Zea mays

L.), superado apenas pelos Estados Unidos e pela China (FAO,
2009). A doenga mancha branca do milho (MBM) é responsavel pela
reducéao de até 60% da produtividade dessa cultura e encontra-se
distribuida em quase todas as regides brasileiras (CASELA et al.,
2006; POMINI et al., 2007; SAWAZAKI et al., 1997).

A bactéria Pantoea ananatis, agente causal da doenga mancha
branca do milho (MBM) (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001), esta
se tornando sério problema para os produtores desse gréo em
varios paises (ALIPPI; LOPEZ, 2010; KRAWCZYK et al., 2010;
PEREZ-Y-TERRON et al., 2009). Em 2010, Cota e colaboradores
descreveram, pela primeira vez, os sintomas da doenga em sorgo
(COTAet al., 2010).

P. ananatis pode ser encontrada como saprofita, 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 inéculo para
epidemias (COUTINHO; VENTER, 2009). Como saprdfita, P.
ananatis, vivendo nos restos culturais, pode causar doengas mais
cedo na cultura do milho. Além disso, essa bactéria pode ser isolada
de Digitaria horizontalis e D. insulares, que sao plantas invasoras
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associadas a cultura do milho. Portanto, a detec¢ao de in6culos nos
estadios iniciais da cultura é importante para predicao 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.

Além disso, esses métodos demandam muito tempo e requerem
profissional com conhecimento especializado para realizar a dificil
identificacdo dos isolados nas espécies e estabelecer relagdes
filogenéticas com os grupos superiores (BRADY, 2005). Por isso,
torna-se necessario desenvolver um teste rapido, preciso e sensivel
para diagndstico de Pantoea ananatis. Neste trabalho é descrito
um teste molecular simples, rapido e acurado para diagndstico
conclusivo de P. ananatis em milho, sorgo e Digitaria sp., que pode
ser executado por técnicos de laboratério, sem a necessidade de
conhecimento profundo de taxonomia.

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

P. ananatis isolada como epifitica, como saprofitas em restos
culturais de milho e isoladas de lesées MBM de plantas de milho,
sorgo e de plantas invasoras do género Digitaria foram obtidas

da colecao de microrganismos do Laboratério de fungos da
Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil. Em ambas as
colegdes, os isolados bacterianos foram identificados por métodos
morfoldgicos, bioquimicos e moleculares (sequenciamento de
rDNA).

Cartdes FTA (Whatman Inc., Clifton, USA) contendo esfregagos

de culturas de linhagens de referéncia das seguintes espécies:
Pantoea agglomerans (PNG 06-3, PNG 09-1 e 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 e BD 390™= LMG
24248T) foram gentilmente fornecidos pelo patologista de plantas Dr.
Ronald D. Gitaitis (University of Georgia, College of Agricultural &
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Environmental Sciences, Tifton, GA, USA).

O DNA genbémico das linhagens de referéncia das espécies: P.
vagans (105™= LMG 24199"), P. allii (BD 390™= LMG 24248"), P.
anthophila (689™= LMG 2558"), P. eucalypti, (76"= LMG 241977),

P. deleyi (BD767™= LMG 24280"), P. rodasii (5618™= LMG 26293),
P. rwandensis (571™= LMG 26275") e P. wallisii (682™= LMG
262777) foram gentilmente fornecidos pela Dra. Teresa A. Coutinho
(Department of Microbiology and Plant Pathology Forestry and
Agricultural Biotechnology Institute (FABI), University of Pretoria,
Pretoria, South Africa).

O DNA genbdmico de isolados bacterianos brasileiros e DNA total
de 0.5 g de pool de lesdes esterilizadas superficialmente foram
extraidas pelo método CTAB (hexadecyltrimethylammonium
bromide) (DOYLE; 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
reacoes de PCR.

O iniciador Forward, denominado por ANAF:
5-CGTGAAACTACCCGTGTCTGTTGC-3’ foi desenhado por meio
de alinhamento de sequéncias da regido ITS (internal transcribed
spacer) dos genes rRNA 16S e 23S de Pantoea spp. depositadas
no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) e pareia com
apenas uma das sete copias de rDNA de P. ananatis, em uma
regido especifica contendo um rearranjo genémico. O iniciador
Reverse universal EC5: 5-TGCCAGGGCATCCACCGTGTACGCT-3’
(GURTLER; STANISH, 1996) foi modificado pela adigéo de oito
nucleotideos (letras em destaque) na extremidade 3'. A espécie-
especificidade dos primers foi previamente 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 reacdes de PCR e as condi¢des de incubacgao foram realizadas
de acordo com o protocolo padrado empregado no Laboratério de
Bioquimica Molecular da Embrapa Milho e Sorgo (FIGUEIREDO
et al., 2009), com 60 °C para a temperatura de pareamento e 0.5
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unidade de Taq DNA Polymerase (Phoneutria, Belo Horizonte, MG,
Brazil). Aliquotas de 20 pL das reac¢des de PCR foram resolvidos
em géis de agarose a 0,8% (w/v), contendo 3 pl de brometo de
etidio na concentragao de 10 mg/mL, em tampao Tris-Acetate-EDTA
(TAE), a 60 v por 90 minutos. Os amplicons foram cortados dos géis
de agarose e purificados com o DNA Gel Extraction Kit (Fermentas
Inc., Glen Burnie, MD, USA) e sequenciados duas vezes em

cada direcao (Forward e Reverse), com Big Dye Terminator Cycle
Sequencing (Empresa, Local), em sequenciador ABI Prism 3100
Automatic Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA), de acordo com as instru¢des do fabricante. As sequéncias
contiguas, geradas com o programa CAP3 (HUANG; MADAN,
1999), foram depositadas no GenBank e receberam os numeros de
acesso JN622029 a JN622037 e JQ288776 a JQ288839.

A analise in silico com o programa primer-blast (http://www.ncbi.
nim.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 regiao ITS do genoma de P.
ananatis: 360 pb para a linhagem LMG20103 (DE MAAYER et

al., 2010) e 388 pb para a linhagem AJ13355 (GenBank acesso
AP012032.1, Hara & Ito 2010, resultados n&o publicados,
submissao direta para o GenBank). Outros dois amplicons (3487
pb e 4643 pb) também foram previstos para a bactéria Clostridium
difficile, uma espécie comensal do intestino humano e n&o
associada com plantas (HARVEY et al., 2011).

Os produtos das reacdes de PCR com os iniciadores ANAF e EC5-
modificado para todas as amostras identificadas como P. ananatis
(isolados do milho, sorgo e Digitaria sp.; pool de lesdbes MBM

de milho e lesées semelhantes a MBM em sorgo e Digitaria sp.)
apresentaram apenas um amplicom com o tamanho de 361 pb ou
389 pb, resultados muito similares a analise com Primer-BLAST
(Tabela 1). O padrao eletroforético dos produtos de amplificagéo de
algumas amostras de Pantoea spp. empregadas nesse estudo é
mostrado na figura 1.
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6.7 8 910 11 12 13 14

400 pb

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 referéncia de Pantoea
spp.; linhas 1 e 2: P. ananatis (PNA 08-2 e PNA 97-5); linha 3: P. allii
(BD390T"=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 genémico de P. ananatis isolada de
milho, sorgo e Digitaria sp., respectivamente; linhas 12 a 14: DNA
gendmico total extraido de pool de lesdes MBM de milho, sorgo e
Digitaria sp., respectivamente. Aliquotas de 5 pl das reagdes de
PCR (linhas 1a3 e 9a 14) e 15 pL (linhas 4 a 8).

13
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Tabela 1. Amplicons resultantes das reac¢des de PCR com os
iniciadores ANAF e EC5-modificado usando amostras de DNA de
P. ananatis e P. allii isoladas de diferentes espécies de plantas e de
diferentes regides geograficas.

PNA 97-1 P.ananatis AlUMcepa s 3g9
PNA 99-13 P ananatis UM CPa ;o agq
bulbos
. Allium cepa
PNA 200-5 P. ananatis folhas us 389
, Allium cepa
PNA 08-2 P. ananatis bulbos us 389
LMG 242487 (BD390") P. allii Allium cepa ZA 361
britex
" Allium cepa
Bsf 24 P. allii sementes us 389
" Allium cepa
HH 24 P. allii sementes us 361
. Allium cepa
BD 380 P. allii britex ZA 361
PR234 to PR237, . Zea mays
PR240 a PR246 P ananatis o itica BR 389
PR238, PR239 P. ananatis Zea mays BR 361
epifitica
PR258 to PR260, . Zea mays
PR262, PR264 P ananatis .08 culturais BN 389
. Zea mays
PR257, PR261 P. ananatis restos culturais BR 361
MS281, MS282,
MS284, MG286,
PR248, PR249, , Zea mays
PR251a PR254, PR |- @nanatis o5 cmws BR 389

271, PR272, PR276,
PR279, PR280
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PR247, PR250,
PR255, PR256,
PR270, PR273 a P ananatis 268 mays BR 361

PR275, PR277, lesGes MWS

PR278, PR283
Zea mays BR

-------------------------- pool de lesGes 389
MWS

PA10121, MG287 Sorghum

GO290 ’ ’ P. ananatis  bicolor BR 389
lesbes “MWS”

G0288, GO289, Sorghum

MG285, MG292 a P. ananatis  bicolor lesbes BR 361

MG297 “MWS”
Sorghum

-------------------------- bicolor pool de BR 389
lesbes “MWS”

PR265, PR266, . Digitaria sp.

MG302 P. ananatis lesdes “MWS” BR 389
Digitaria sp.

-------------------------- pool de lesdes BR 389
“MWS”

US= Estados Unidos da America; ZA= Africa do Sul; BR= Brasil. GO
(Goias); MG (Minas Gerais; MS (Mato Grosso do Sul); PR (Parana).

PA= Linhagem bacteriana de Minas Gerais. Pool de lesées ‘MWS’
e lesées “MWS” foram coletadas de plantas de milho e sorgo, nos
campos experimentais da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas,
MG.

Amplicons de 361 pb ou 389 pb também foram observados em
amostras de quatro linhagens de P. allii (Tabela1). Na ultima
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
analise de sequéncias do gene ribossomal 16S (GOSZCZYNSKA et
al., 2006). Recentemente, as analises MLSA (multilocus sequence
analysis) e AFLP (amplified fragment length polymosphism)

15
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mostraram que o grupo EUA/Africa-do-Sul de Pantoea é formado
por duas espécies diferentes, embora muito relacionadas: P.
ananatis, e uma nova espécie que foi denominada por P. allii
(BRADY et al., 2011). Embora P. allii tenha sido descrita apenas nos
EUA e na Africa do Sul, a identificacdo dessa nova espécie é muito
recente (BRADY et al., 2011) e 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 diferenciagao inequivoca de P.
allii e P. ananatis (BRADY et al., 2011). A capacidade de fermentar
adonitol foi testada com todos os isolados de bactérias utilizadas
no presente estudo. Os resultados foram negativos para P. allii,
reforcando a identidade dos isolados bacterianos de milho, sorgo e
Digitaria sp. como pertencentes a espécie P. ananatis.

Em cebola, os iniciadores ANAF e EC5-modificado também poderao
ser 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 de P. ananatis.

Neste estudo ficou demonstrado que reag¢des de PCR com os
iniciadores ANAF e EC5-modificado representam uma poderosa
ferramenta para identificacao rapida e confiavel de P. ananatis
isolada de milho, sorgo e Digitaria sp. e constituem um teste
simples, rapido e acurado para diagnostico direto de P. ananatis
associada com lesdes MBM.
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