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A Mancha Branca do Milho se destaca por sua alta incidéncia e severidade com que tem se
manifestado a campo (Fernandes e Oliveira, 2000). A redu¢do da taxa fotossintética ocorre
ndo apenas no tecido lesionado, mas também em partes de tecidos verdes remanescentes de
folhas infectadas (Godoy et al., 2001). Seus sintomas surgem pelo aparecimento de lesdes
foliares aquosas do tipo anasarca, de coloracdo verde-escuro que posteriormente tornam-se
necréticas de cor palha (Fernandes e Oliveira, 2000). Uma bactéria formadora de coldnias
mucodides de coloracdo amarelo brilhante, ndo esporulante, Gram negativa, anaerdbia
facultativa, identificada como Pantoea ananatis, foi descrita como sendo o agente causal da
doenca (Paccola-Meirelles et al., 2001). Segundo Pomini et al. (2006), esta bactéria €
portadora de um mecanismo conhecido como “quorum-sensing”, o qual permite o
reconhecimento do tamanho populacional através da secrecdao de substancias como as acyl
homoserina lactonas (Rumjanek et al., 2004). Este mecanismo pode estar associado com a
patogenicidade de P. ananatis (Morohoshi et al., 2007). O fenétipo de nucleacdo de gelo é
descrito como importante na viruléncia de bactérias fitopatogénicas e € controlado pelo gene
ina (Edwards et al., 1994) e muitas plantas sdo incapazes de suportar a formacdo de gelo em
seus espacos intercelulares, causando o fendmeno conhecido por mancha anasarca (Romeiro,
2001). O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de nucleacdo de gelo de isolados
obtidos de lesdes anasarcas da Mancha Branca do Milho e verificar a relacdo deste fenétipo
com a patogenicidade do agente causal.

Materiais e Métodos
1. Obtencao de isolados de P. ananatis

Isolados bacterianos oriundos de lesdes da Mancha Branca do Milho foram obtidos conforme
a metodologia descrita por Paccola-Meirelles et al. (2001).

2. 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. Apo6s 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 por aproximadamente
2 minutos, a -10°C. A formacdo de gelo instantdnea no tubo ao acrescentar a suspensao
bacteriana, revelou o fendtipo INA positivo do isolado. Foram submetidos a esse teste 14
isolados de P. ananatis, obtidos de lesdes da Mancha Branca do Milho. O controle consistiu

na adicao de meio TSB livre de bactéria nos tubos contendo dgua destilada esterilizada.
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3. Microscopia eletronica de transmissao

Os isolados WT2 e WTI11 de P. ananatis foram cultivados em meio TSB (controle) e em
meio TSB acrescido de 2,5% de glicerol (v/v) por um periodo de 12 horas a 30°C, sob
agitacdo constante de 60 RPM. Em seguida, o meio foi centrifugado a 13000 RPM por 15
minutos, para se obter células isoladas do meio de cultura. As células foram fixadas em
solucdo contendo glutaraldeido 3% em tampao cacodilato de sédio 0,1IM (pH 7,2) a
temperatura ambiente por 12 horas. O material foi lavado em tampao cacodilato 0,1M, pds-
fixado em tetréxido de ésmio 1% por 2 horas a temperatura ambiente e novamente lavado no
mesmo tampdo. As amostras foram desidratadas em séries de etanol com concentragdes
crescentes, embebidas e emblocadas em resina Araldite®. Cortes ultrafinos (70 nm) foram
obtidos em ultramicrétomo (Ultracut — Leica) com navalha de diamante (Diatome 2 mm e
45°). Os cortes foram montados em telas de 200 mesh e contrastados em acetato de uranila
(2%) e citrato de chumbo (Solucio de Reynolds). As telas foram analisadas e fotografadas em
microscopio eletronico de transmissdo (Fei Tecnai 12) no Laboratério de Microscopia
Eletronica e Microanalise da Universidade Estadual de Londrina (PPG/UEL).

4. Testes de patogenicidade

a. Teste de patogenicidade em casa de vegetacdo

Os testes de patogenicidade foram realizados no cultivar de milho suscetivel DAS 657 em
plantas com aproximadamente 35 dias de idade. Os isolados bacterianos utilizados foram
WT2, WT7 E WTI11. A unidade experimental utilizada foram vasos em triplicata, cada vaso
contendo trés plantas de milho. Um pré-in6culo foi preparado cultivando-se cada isolado em
meio TSB por 12 horas a 30° C a 60 RPM. Apés este periodo 1,0 mL do pré inéculo foi
transferido para 100 mL de meio TSB e incubado nas condi¢des anteriores por 4 horas
(indculo). Antes da inoculacgdo, a cultura bacteriana foi acrescida de solucgao salina (0,85%) na
propor¢do de 1:1 e permaneceu a uma temperatura de 4°C durante 2 horas. As folhas foram
injuriadas suavemente com esponja do tipo “lava-loucas” e imediatamente pulverizadas com a
suspensdo bacteriana. As plantas foram mantidas em camara dmida por 72 horas. Como
controle utilizou-se apenas o meio TSB também diluido em solu¢do salina na propor¢ao de
1:1. O delineamento foi inteiramente casualizado e os dados foram transformados para raiz
quadrada de (x+0,5) devido a presenga de valores nulos.

b. Teste de patogenicidade em laboratorio

Os testes de patogenicidade no laboratério foram realizados com folhas destacadas do cultivar
de milho suscetivel DAS 657 de plantas com aproximadamente 35 dias de idade. Os isolados
bacterianos utilizados foram WT2, WT7 E WT11. As folhas foram destacadas, lavadas,
injuriadas com esponja e acondicionadas em camaras de microumidade (CM), contendo 12
pocos de 0,3 cm de didmetro, conforme descrito por Wysmierski et al. (2006). A area foliar
correspondente a cada pogo recebeu cinco furos com agulha de 2mm de diametro. O inéculo
foi preparado conforme descrito anteriormente. As inoculagdes foram feitas com
micropipetas. Como controle utilizou-se apenas o meio TSB também diluido em solucdo
salina na propor¢cdo de 1:1. Apds as inoculacdes o material foi acondicionado em camara
umida por 72 horas. Foram utilizadas trés repeticdes por tratamento, e o delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso. Houve necessidade de transformacao dos dados para
raiz quadrada de (x+0,5), visto que havia a presenca de valores nulos.
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Resultados e Discussao

Determinacio da atividade de nucleaciao de gelo dos isolados bacterianos

Dos isolados obtidos de lesdes anasarcas da Mancha Branca do Milho, 14 foram selecionados
ao acaso e foram caracterizados para atividade de nucleagcao de gelo. Nove destes isolados
apresentaram fendtipo INA', demonstrando que a atividade de nucleagio de gelo €
dependente do isolado e de suas caracteristicas genotipicas. Estes resultados assemelham-se
aos obtidos por Escanferla (2005), Wysmierski er al.(2005) e Escanferla et al. (2006) em
isolados de P. ananatis também obtidos de lesdes da Mancha Branca do milho. Virias
espécies de bactérias sdo capazes de catalizar a formacdo de gelo em temperaturas que
normalmente isto ndo ocorreria. Estes microrganismos catalizam de forma eficiente a
formagdo do gelo em temperaturas muito mais altas que muitas substancias orgéanicas ou
inorganicas (Lindow et al., 1982 b; Gurian-Sherman e Lindow, 1993). A atividade de
nucleacdo de gelo esta fortemente correlacionada com a capacidade de estimular a ocorréncia
de doenca por quedas de temperatura, sendo uma das propriedades necessdria para ocasionar
danos as plantas (Lindow et al., 1982 a). Os danos as plantas ocorrem devido a formacao de
gelo nos espacos intercelulares em temperaturas onde este fendmeno normalmente nao
ocorreria (Lindow et al., 1982 b; Lindow, 1987). De acordo com Edwards et al., (1994) o
fenétipo INA™ desempenha um importante papel na viruléncia das espécies portadoras.
Moléculas de proteinas e materiais localizados na membrana externa de algumas espécies
bacterianas foram consideradas por Kawahara (2002) como sendo as responsiveis pela
nucleacao de gelo. Substancias nucleantes de gelo podem estar relacionadas a fosfolipidios e a
outros fatores ligados a proteinas (Romeiro, 2001).

Os isolados WT2 e WT11 apresentando fenétipo INA* foram selecionados para observacio
em microscopia eletronica de transmissdo. Sobre a parede celular, foram observadas
estruturas arredondadas suportadas por um pedunculo (Figura 1), semelhantes as descritas em
outras espécies bacterianas por Phelps ef al., 1986; Kawahara, 2002. Estas estruturas,
caracterizadas por estes autores como vesiculas protéicas, seriam as responsdveis pela
liberacdo dos nicleos de gelo. As vesiculas observadas no presente trabalho ndo mostraram
diferencas estruturais quando as células foram cultivadas em meio NB ou em meio NB
acrescido de glicerol, porém, neste ultimo, elas apresentaram—se em maior quantidade. A
funcdo e estrutura destas proteinas ainda t€m sido pouco exploradas, dificultando a
caracterizacdo de bactérias que expressam este fenétipo (Kawahara, 2002).
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Figura 1. Células de Pantoea ananatis, isolada de lesdes anasarcas da Mancha Branca do
Milho, mostrando a presenga de vesiculas protéicas responsaveis pela liberacao de nucleos de
gelo (setas). (A) Isolado WT2 — cultivado em meio NB, mostrando a formagao de uma tnica
vesicula na regido apical da célula. (B) e (C) Isolado WT2 — cultivado em meio NB +
Glicerol, observar o aumento no numero de vesiculas (setas) em relacdo ao controle. (D) e (E)
WT11 — controle com presenca de apenas uma vesicula. (F) e (G) WT11 — em meio NB +
Glicerol notar o aumento no nimero de vesiculas (setas) quando comparado com o controle.
As vesiculas tanto em glicerol quanto o controle apresentam as mesmas caracteristicas
ultraestruturais. (A), (B), (C), (D) e (G) Aumento 97.000X e barra de 200nm. (E) e (F)
aumento de 235.000X e barra de 100nm

Testes de patogenicidade

Foram selecionados para este experimento os isolados WT2, WT7 e WTI11 caracterizados
anteriormente como positivos para atividade de nucleacdo de gelo. Em ambos os métodos, os
sintomas passaram a ser observados no sétimo dia apds a inoculacao do patégeno nas folhas
sadias (Figuras 2 e 3). Em casa de vegetacdo, o isolado WT7 apresentou a maior média de
namero de lesdes. As avaliagdes feitas no nono dia apds a inoculagdo permitiram observar
lesdes anasarcas e necrdéticas nas folhas inoculadas com este isolado. O controle diferiu
estatisticamente dos tratamentos, ndao apresentando manifestacao dos sintomas. Na inoculacio
em folhas destacadas em camaras de microumidade, todos os isolados manifestaram sintomas,
porém & semelhanca da inoculagdo em vasos, a expressao dos sintomas foi mais pronunciada
também no isolado WT7, o qual apresentou a maior média do ndmero de lesdes (Tabela 1). O
controle ndo mostrou sintomas. Os resultados obtidos corroboram com Lindow et al. (1982
b), demonstrando a estreita ligacdo entre atividade de nucleacio de gelo e patogenicidade. A
presenca de populagdes de bactérias INA™ sobre as folhas de plantas de milho em uma dada
temperatura, ¢ um dos fatores responsdvel pelos extensos prejuizos causados as plantas
durante geadas (Lindow et al., 1982 b). A habilidade de algumas plantas em abrigar grandes
populagdes epifiticas de bactérias INA* favorece o desencadeamento de sintomas por esta
classe de organismos. O aumento da populacdo bacteriana epifitica com atividade de
nucleacdo de gelo ativa, implica no progresso do grau de danos a uma dada temperatura
(Lindow, 1983). Segundo Rocha (2009) Isolados INA™ de P. ananatis extraidos da lesdes da
Mancha Branca do milho ndo foram capazes de causar lesdao quando inoculados tanto a
campo como em camaras de microumidade.
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Figura 2 - Inoculacdo artificial de Pantoea ananatis na cultura do milho em casa de
vegetacdo. (A) Controle. (B) Isolado WT2. (C) e (D) Isolado WT7. (E) Isolado WT11.

| O a

Figura 2 - Inoculacdo artificial de Pantoea ananatis em camaras de microumidade em
folhas de milho com 35 dias apés a semeadura. (A) Controle. (B) Isolado WT2. (C)
Isolado WT7. (D) e (E) Isolado WT11.
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Tabela 1 - Nimero de lesdes observados no teste de patogenicidade em casa de vegetacao e
em camaras de microumidade. (Para as analises estatisticas dados foram transformados em
raiz quadrada de x+0,5).

Casa de Camara de
Isolados | vegetacao microumidade
Lesoes*

WT 2 2,60 ab 3,00b

WT 7 4,40 a 8,67 a

WT 11 3,70 ab 433 b
Controle 0b Oc

CV% 59,45 10,6

*Média dos nimeros de lesdes obtidos através de inoculagdes artificiais (Dados originais).
Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05)

Os resultados demonstraram a presenga de estruturas na parede de P. ananatis semelhantes a
estrutura ja descrita por outros autores como sendo responsaveis pelo fendmeno de nucleacao
de gelo. Parece haver uma relagdo entre a ocorréncia desse fendmeno e a patogenicidade de P.
ananatis em folhas de milho
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