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RESUMO: A Mancha Branca do Milho (MBM) ¢ uma doenga foliar que tem causado perdas aprecidveis, tanto qualitativas
como quantitativas para a producdo de milho. Seu agente etioldgico, a Pantoea ananatis, ¢ uma bactéria epifitica, Gram-ne-
gativa formadora de colonia amarela, capaz de formar gelo, mesmo em ambiente tropical (ice nucleation activity - INA). Este
estudo teve por objetivo caracterizar isolados de P. ananatis quanto a atividade INA e avaliar o efeito da densidade bacteriana
na expressao do fenotipo INA e no processo de desenvolvimento da doenga. O agente patogénico foi isolado de lesdes iniciais
da doenga, as anasarcas, e avaliado quanto a expressao do fendtipo INA em diferentes concentragdes bacterianas. O mesmo
foi feito com isolados epifiticos obtidos da superficie foliar de plantas de milho sadias. Dos 24 isolados bacterianos estu-
dados, apenas 13 apresentaram o fenotipo INA+. A expressao deste fenodtipo foi dependente da densidade celular. Isolados
INA+ e INA foram inoculados em folhas destacadas e em plantas da cultivar HS200 a campo, em diferentes concentragdes
do in6culo. Nenhum isolado INA™reproduziu sintomas em laboratério. Dos cinco isolados INA+ somente um deles reprodu-
ziu sintomas em laboratorio. Em campo o isolado INA+ foi capaz de promover lesdes em todas as concentragdes avaliadas.
Conclui-se que a atividade de nucleagdo de gelo pela bactéria P. ananatis ¢ dependente da linhagem e da densidade bacteriana
e este fendmeno pode estar envolvido no desenvolvimento dos sintomas da MBM.

PALAVRAS-CHAVE: INA. Pantoea ananatis. Phaeosphaeria maydis. Zea mays.

ICE NUCLEATION ACTIVITY AND DENSITY OF THE PATHOGEN POPULATION MAY BE FACTORS THAT
CONTRIBUTE TO THE PROGRESSION OF MAIZE WHITE SPOT DISEASE

ABSTRACT: Maize White Spot Disease is a leaf disease that has caused considerable losses, both qualitative and quan-
titative for corn production. Its etiologic agent, Pantoea ananatis, is an epiphytic, Gram-negative, yellow colony-forming
bacterium, capable of forming ice, even in tropical environments at temperatures where this normally does not occur (Ice
Nucleation Activity - INA). This study aimed at characterizing P. ananatis isolates in terms of INA activity and evaluating the
effect of bacterial density on the expression of the INA phenotype and on the disease development process. The pathogen was
isolated from the initial lesions of the disease, the anasarcas, and were evaluated for the expression of the INA phenotype in
different bacterial concentrations. The same procedure was performed on epiphytic isolates obtained from the leaf surface of
healthy maize plants. From the 24 bacterial isolates studied, only 13 presented the INA+ phenotype. The expression of this
phenotype is dependent on cell density. INA+ and INA™ isolates were inoculated on detached leaves and on plants of cultivar
HS200 in the field, in different concentrations of the inoculum. No INA" isolates reproduced symptoms in the laboratory.
From the five INA+ isolates, only one of them reproduced symptoms in the laboratory. In the field, the INA+ isolate was
able to promote lesions in all concentrations evaluated. It can be concluded that the ice nucleation activity by P. ananatis is
dependent on the strain and bacterial density and this phenomenon may be involved in the development of Maize White Spot
Disease symptoms.
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LA ACTIVIDAD DE NUCLEACION DE HIELO Y LA DENSIDAD DE POBLACION DEL PATOGENO PUEDEN
SER FACTORES QUE CONTRIBUYEN AL PROGRESO DE LA ENFERMEDAD MANCHA BLANCA DEL
MAIZ

RESUMEN: La mancha blanca del maiz es una enfermedad de la hoja que ha causado pérdidas considerables, tanto cualita-
tivas como cuantitativas para la produccion de maiz. Su agente etiologico, Pantoea ananatis, es una bacteria epifita, Gram-
-negativa, formadora de colonias amarillas, capaz de causar hielo, incluso en ambientes tropicales a temperaturas donde esto
normalmente no ocurre (actividad de nucleacion de hielo - INA). Este estudio tuvo como objetivo caracterizar los aislados
de P. ananatis en términos de actividad de INA y evaluar el efecto de la densidad bacteriana en la expresion del fenotipo
de INA y en el proceso de desarrollo de la enfermedad. El patdgeno se aisld de las lesiones iniciales de la enfermedad, las
anasarcas, y se evalud la expresion del fenotipo INA en diferentes concentraciones bacterianas. Lo mismo se hizo con aisla-
mientos epifitos obtenidos de la superficie de la hoja de plantas de maiz sanas. De los 24 aislados bacterianos estudiados, solo
13 presentaron el fenotipo INA+. La expresion de este fenotipo depende de la densidad celular. Se inocularon aislamientos
INA+ e INA- en hojas desprendidas y en plantas del cultivar HS200 en el campo, en diferentes concentraciones del indculo.
Ninguno aislado INA- reprodujo sintomas en el laboratorio. De los cinco aislamientos de INA+, solo uno de ellos reprodujo
sintomas en el laboratorio. En el campo, el aislado INA+ pudo promover lesiones en todas las concentraciones evaluadas. Se
concluye que la nucleacion de hielo por P. ananatis depende de la cepa y la densidad bacteriana, y este fendmeno puede estar

involucrado en el desarrollo de los sintomas de la enfermedad de la mancha blanca del maiz.
PALABRAS CLAVE: INA. Pantoea ananatis. Phaeosphaeria maydis. Zea mays.

Introducao

A partir da década de 90, a incidéncia e a severidade
das doengas do milho contribuiram para uma sensivel redu-
¢do na produtividade deste cereal. Entre essas doengas uma
de destaque ¢ a Mancha Branca do Milho (MBM) (Figura 1).
Esta doenca instalou-se no Brasil na década de 80 e sua inci-
déncia e severidade aumentaram significativamente a partir
dos anos 90 (FERNANDES; OLIVEIRA, 2000) e a partir de
2010 os danos causados pela doenga aumentaram drastica-
mente (CUSTODIO et al., 2020).

Atualmente a MBM tem sido considerada uma das
doengas mais agressivas do milho, sendo encontrada em to-
das as regides produtoras do pais com ocorréncia em outros
paises da América do Sul, América Central, Africa ¢ Asia
(COSTA; SILVA; COTA, 2017). As perdas de produgdo
podem chegar a 60% (GODOY et al., 2001; SYNGENTA,
2019). A incidéncia da doenga aumenta em condic¢des de alta
umidade relativa e temperaturas moderadas e estas condigdes
ocorrem com frequéncia durante o periodo de cultivo do mi-
lho em varias regides do Brasil (FANTIM, 1994).

O estagio inicial da doenga ¢ marcado pela pre-
senga, nas folhas, de lesdes aquosas, verde-escuras, do tipo
anasarca que posteriormente tornam-se necroticas, de cor
palha. O niimero de lesdes foliares pode variar dependendo
da cultivar (PACCOLA-MEIRELLES et al., 1998), podendo
ser circular a eliptica, com diametro variando de 0,3 a 1 cm
(FERNANDES; OLIVEIRA, 2000). Em condigdes favora-
veis, a doenga causa sérios danos ao processo de enchimento
de graos levando a seca prematura da planta, com redugdo
do ciclo e quedas acentuadas no tamanho e massa dos graos.
Paccola-Meirelles et al. (2001) isolaram, a partir de lesdes
em estagios iniciais da doenga, uma bactéria Gram-negativa
formadora de colonia de coloragdo amarela brilhante que,
quando reinoculada em plantas de milho sob condig¢des con-
troladas, reproduziu sintomas semelhantes aos do campo. O
agente etiologico da doenga foi identificado como Pantoea
ananatis (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001; GONCAL-
VES et al., 2013). P. ananatis foi descrita por Serrano (1928)
como Erwinia ananas (synonym, Erwinia uredovora) e
Mergaert et al. (1993) a transferiram para o género Pantoea,

Arq. Ciénc. Vet. Zool. UNIPAR, Umuarama, v. 22, n. 4, p. 157-164, set./dez. 2019

como P. ananas. Posteriormente Triiper ¢ De’Clari (1997)
corrigiram para P.ananatis.

A bactéria reside epifiticamente nas folhas de mi-
lho (ESCANFERLA et al., 2018) e pode alcangar os espacos
intercelulares da epiderme foliar através de aberturas natu-
rais como estomatos ou injurias foliares (BOMFETI et al.,
2008). Segundo Sauer et al. (2014) e Sauer et al. (2015), este
patdgeno tem a capacidade de induzir a formagao de cristais
de gelo em temperaturas onde normalmente isto ndo ocorre-
ria, nucleagdo de gelo (ice nucleation activity - INA) (MAKI
et al., 1974), que pode levar a formagdo de lesdes foliares
(ROMEIRO, 2001) e consequentemente promover danos
importantes economicamente (KAWAHARA, 2002). Consi-
derando a importancia da doenca e a falta de conhecimentos
sobre a biologia do seu agente etioldgico, este estudo teve
como objetivo caracterizar diferentes isolados de P. ananatis
quanto a atividade INA+ ¢ avaliar o efeito da concentragdo
de bactérias no processo de nucleagdo do gelo ¢ na reprodu-
¢do dos sintomas da doenca.

Materiais e Métodos

Isolamento da bactéria a partir de plantas de milho infec-
tadas a campo

Folhas de milho doentes contendo lesdes do tipo
anasarcas (Fig. 1) foram coletadas a campo e lavadas com
sabdo neutro.

O protocolo de isolamento seguiu aquele descrito
por Paccola-Meirelles et al. (2001). As lesdes anasarcas (Fig.
1) foram retiradas das folhas com auxilio de um bisturi, de-
sinfestadas em alcool etilico 70% (um minuto), cloramina T
0,25% (quatro minutos) e lavadas trés vezes em agua desti-
lada esterilizada (um minuto para cada lavagem). A agua da
ultima lavada foi plaqueada em meio TSA (Triptic Soy Agar)
para controle da metodologia de desinfecgdo. Com auxilio
de um bisturi esterilizado foram retiradas e descartadas as
bordas de cada segmento foliar e segmentos de um milimetro
foram retirados da extremidade das lesdes e transferidos para
meio TSA.
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Figura 1: Folha de milho atacada pela doenga MBM. Os cir-
culos indicam lesdes em estagio inicial da doenga, as lesdes
anasarcas. Os retangulos indicam lesdes necroticas, secas ¢
de coloragdo palha.

Arquivo pessoal, 2018

Ap0s incubagdo em estufa a 30°C + 2°C, as bactérias
foram isoladas, purificadas em meio TSA e transferidas para
meio de cultura Agar MacConkey afim de selecionar as bac-
térias Gram-negativas e fermentadoras de Lactose (Lact). A
identidade dos isolados foi verificada pela amplificacdo de
primers especificos para P. ananatis (FIGUEIREDO; PAC-
COLA-MEIRELLES, 2012). Apds confirmagdo, os isolados
foram mantidos em meio TSA.

Avaliacio da atividade de nucleacio de gelo (Ice Nuclea-
tion Activity - INA) nos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos foram inoculados em 5,0
mL de Tryptic Soy Broth (TSB) e incubados sob agitacdo a
30°C por um periodo de 24 h a 60 rpm. Apds esse periodo
retirou-se 1,0 mL de cada cultura para os testes INA. O res-
tante foi centrifugado a 3.500g por 15 minutos e separado o
sobrenadante. Ao pellet foram adicionados 2,0 mL de dgua
ultrapurificada e agitado em agitador de tubos. Esta suspen-
sdo foi submetida a dilui¢des seriadas em agua ultrapurifi-
cada, e plaqueadas em meio TSA para estimar o nimero de
Unidades Formadoras de Colonia (UFC). As suspensdes di-
luidas a 107!, 102, 10 e 10 foram agitadas em agitador de
tubo individual e avaliadas quanto a atividade de INA.

Tubos de ensaio contendo 1,0 mL de agua ultra-
purificada esterilizada foram mantidos em banho de gelo a
temperaturas abaixo de -5°C por dois minutos. Logo em se-
guida eles receberam 100uL de cada suspensdo bacteriana.
A formacdo imediata de gelo no tubo de ensaio revelou o
fenotipo INA+ do isolado.

Foram feitos dois controles nas mesmas condi¢des
do experimento, um com meio TSB, livre de bactérias e di-
luidos em agua ultrapurificada quando necessario, e o outro
controle apenas com agua ultrapurificada. Os mesmos testes
foram feitos também com os sobrenadantes das culturas.

Teste de patogenicidade a campo e em laboratoério
Preparo do inoculo

Um pré-indculo foi preparado cultivando-se cada
isolado em meio TSB por horas 12 horas sob agitacdo (60
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rpm) a 30°C. Apo6s este periodo, 1,0 mL do pré indculo foi
transferido para 100 mL de meio TSB e incubado nas mes-
mas condi¢des anteriores durante quatro horas. Para o pre-
paro dos indculos, foi acrescida a essa a cultura bacteriana
uma solugdo salina 0,85% na proporg¢do de 1:1 (in6éculo sem
diluigdo) e, em seguida, a suspensdo foi submetida a dilui-
¢Oes seriadas, 107!, 102, 103 e 104, também em solug¢do salina
0,85% (ino6culos diluidos). Estimou-se o nimero de UFC em
meio TSA.

Como controle, foram utilizados, o meio TSB, o
meio TSB diluido em solugdo salina ¢ a solugéo salina pura,
todos sem bactérias. Os indculos controles foram submetidos
aos mesmos procedimentos dos tratamentos. Tanto os con-
troles, como os in6culos sem dilui¢do e os diluidos foram
mantidos a 4°C por duas horas antes de serem empregados
nos testes de patogenicidade.

Testes e patogenicidade a campo

Plantas da cultivar HS200 suscetivel 8 MBM, com
60 dias de idade, foram utilizadas nos testes de patogenici-
dade a campo. As folhas foram injuriadas previamente com
uma esponja macia e pulverizadas com os inoculos controle,
os diluidos e os inoculos nao diluidos. Uma camara plastica
foi colocada sobre o experimento por um periodo de 72 ho-
ras. Apoés este periodo, observagdes didrias foram efetuadas
para avaliar o aparecimento de lesdes. Foram realizadas cin-
co repetigdes por tratamento.

Testes de patogenicidade em laboratorio

Folhas da por¢ao mediana de plantas de milho com
60 dias de idade, cultivar HS200, foram destacadas da plan-
ta, lavadas com sabao neutro, cortadas e acondicionadas em
camaras de microumidade (CM) (BERGSTROM; NICHOL-
SON, 1983) conforme apresentado na Figura 2. Na altura de
cada poco a folha foi suavemente injuriada com uma micro-
agulha e inoculada com 50 pL de indéculo. Também foi feito
um controle apenas com as folhas injuriadas. As CM foram
acondicionadas em camaras umidas por 72 h. As CM foram
retiradas das folhas e monitoradas diariamente para avaliar o
aparecimento das lesdes. Foram realizadas cinco repetigdes
por tratamento.

Figura 2: Segmento foliar de milho, cultivar HS200, acon-
dicionado em camara de microumidade, contendo 12 pocos
de 0,3 cm de didmetro, antes de ser inoculado em laboratorio
com as suspensodes bacterianas.
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Resultados e Discussio

Isolamento da bactéria a partir de plantas de milho infec-
tadas a campo

Os isolados bacterianos apresentaram morfologia
semelhante a P ananatis, com colonias mucoides de colo-
racdo amarela brilhante (Fig. 3) e, quando transferidos para
meio Agar MacConkey, mostraram crescimento positivo. O
meio Agar MacConkey (MACCONKEY, 1905) contém em
sua composicao, acido biliar, cristal violeta, vermelho neutro
e lactose. O 4cido biliar e o cristal violeta inibem o cresci-
mento da maioria das bactérias Gram-positivas ¢ o vermelho
neutro cora as bactérias fermentadoras de lactose. Assim, foi
possivel diferenciar as bactérias fermentadoras de lactose
(Lact) (colonias vermelhas a rosa) daquelas ndo fermen-
tadoras de lactose (Lac-) (colonias transparentes a incolo-
res). Os isolados bacterianos que cresceram em meio Agar
MacConkey, comprovaram ser bactérias Gram-negativas e
fermentadoras de lactose, em concordancia com a descri¢ao
feita por Paccola-Meirelles et al. (2001) para a bactéria P,
ananatis isoladas da MBM. As posteriores analises molecu-
lares desses isolados com os primers ANAF e ECS5, especifi-
cos para P. ananatis da MBM (FIGUEIREDO; PACCOLA-
-MEIRELLES, 2012), confirmaram a identidade da bactéria.
P. ananatis foi isolada em uma frequéncia de 62,2% das le-
soes obtidas a campo. Os isolados bacterianos selecionados
para este estudo encontram-se listados na Tabela 1.

Figura 3: Placa contendo meio TSA para isolamento da
bactéria Pantoea ananatis a partir de segmentos de lesdes
iniciais da mancha branca do milho, as lesGes anasarcas.
Pode ser observado que a maioria dos segmentos apresentou
crescimento de uma bactéria de coloragao amarelo brilhante
compativel com a morfologia de P. ananatis.
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Tabela 1: Isolados da bactéria Pantoea ananatis utilizados
neste estudo.

Isolados Local de Isolamento
B2* Londrina/PR
K1* Londrina/PR
K3* Londrina/PR
WT2* Distrito da Warta- Londrina-PR
WT8* Distrito da Warta- Londrina-PR
WT9o* Distrito da Warta- Londrina-PR
WTI11* Distrito da Warta- Londrina-PR
WT14* Distrito da Warta- Londrina-PR
MG2* Ponta Pora - MS
MG4* Ponta Pora - MS
MP1** Ponta Pora - MS
MP5** Ponta Pora - MS
MP6** Ponta Pora - MS
EMSO05%* Sete Lagoas-MG
F5* Sete Lagoas-MG
Fo6* Sete Lagoas-MG
F7* Sete Lagoas-MG
F8* Sete Lagoas-MG
EM2*** Londrina — PR
EM4*** Londrina — PR
EMS5*** Londrina — PR
EM6*** Londrina — PR
EM7*** Londrina — PR
EMO*** Londrina — PR

*Isolados a partir de lesdes anasarcas da MBM

** Isolados a partir de lesdes anasarcas da MBM de milho pipoca
*** Jsolados epifiticos foliares (isolados previamente por Escanfer-
laet al., 2018)

Atividade de nucleacdo do gelo pelos isolados bacteria-
nos.

O teste de nucleagdo do gelo revelou que a maioria
dos isolados foram INA+ (Tabela 2). No entanto, foi possivel
observar que essa capacidade de nucleagdo de gelo ¢ depen-
dente da concentragdo de células na suspensdo bacteriana
(Tabela 2). Todos os isolados epifiticos foram portadores do
fenotipo INA+. A concentragdo celular de 10° UFC/mL foi
suficiente para o isolado EM7 catalisar a formagdo do gelo,
enquanto que outros, mesmo em concentragdo celular alta
ndo expressaram o fendtipo (Tabela 2). Provavelmente a ex-
pressdo desse carater ¢ dependente de outros fatores, além da
concentragdo celular. Uma variabilidade pode ser observada
entre aos isolados em relacdo a esta caracteristica. Os so-
brenadantes das culturas ndo apresentaram atividade INA+,
indicando que o fator responsavel por essa caracteristica ou
ndo esta sendo liberado no meio de cultivo ou a metodologia
utilizada ndo permitiu isolar esses agentes em quantidades
suficientes para a ocorréncia do fenomeno. (Tabela 2)

Em concentracdes celulares mais altas, a nucleacdo
do gelo ocorreu com maior frequéncia (Tabela 2). Resulta-
dos semelhantes foram obtidos por Maki et al. (1974) com a
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bactéria Pseudomonas syringae, isolada de folhas deciduas
de Alnus tenuifolia. Esta bactéria apresentou atividade de
nucleagdo de gelo somente nas concentragdes de 107 e 10?
c¢lulas/mL de meio de cultivo.

Tabela 2: Atividade de nucleagdo de gelo em isolados de
Pantoea ananatis de milho.

Isolados Uil:ﬁ(;/i:llL INA
SD 10" 10%* 10% 10¢

KI1* 1,20x10'° + + - - -
K3* 2,11x101° + - - - -
WT2* 2,75x1% + + - - -
WT8* 3,26x1% - - - - -
WT9* 4,08x1% - - - - -
WTI11* 1,19x10" + - - - -
WT14* 5,15x10" - - - - -
B2* 5,20x1% + - - - -
EMSO05%* 5,33x1% + - - - -
F5* 5,82x10" - - - - -
Fo6* 6,21x10™ - - - - -
F7* 2,49x10'° + + - - -
F8* 3,11x10" - - - - -
MG2* 5,25x10" - - - - -
MG4* 5,89x10" - - - - -
MP1** 5,51x10™ - - - - -
MP5** 6,9x10" - - - - -
MP6** 6,38x10'° - - - - -
EM2*%* 7,50x1% + - - - -
EM4#% 1,27x10% .
EMS5*** 3,13x1% + - - - -
EM6*%* 1,20x10' + - - - -
EM7#*%* 1,50x1% + + + + -
EMO*** > 101 + + - - -
Controle i ) ) i ) )
TSB

Controle i ) ) i i ]
H20

Sobrenadante - - - - - -

UFC: Unidades Formadoras de Colonias

INA: Ice nucleation activity

SD: sem dilui¢do

*Isolados a partir de lesdes anasarcas da MBM

** [solados a partir de lesdes anasarcas da MBM de milho pipoca
*** Tsolados epifiticos foliares. (isolados previamente por Escan-
ferla et al., 2018).

A nucleagdo do gelo foi descrita também em bacté-
rias do género Pseudomonas, Pantoea ¢ Xanthomonas (LIN-
DOW; ANDERSEN, 1996; MAKI et al., 1974; TURNER et
al., 1991) causando sérios danos ao hospedeiro. De acordo
com Lindow (1983), a ocorréncia do processo nucleacdo de
gelo depende da capacidade da bactéria em produzir os nu-
cleantes de gelo ativos e também da concentragdo de bacté-
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rias INA+ no local e, quanto maior o numero de nucleantes
de gelo ativos, maior sera a eficiéncia do processo (HIRA-
NO; UPPER, 2000).

Sauer ef al. (2014) sugeriram que a atividade INA
do patégeno da MBM, P. ananatis, quando em condigdes
ambientais adequadas, pode levar a formagdo desses cristais
de gelo nos espagos intercelulares da epiderme foliar, ocasio-
nando a ruptura da parede celular do tecido infectado. Quan-
do isso ocorre, a membrana celular se rompe causando uma
desorganizacao tecidual e a formagao da lesdo encharcada,
a anasarca, que mais tarde torna-se necrotica ¢ de colora-
¢ao palha devido a morte do tecido local por congelamento
(ROMEIRO, 2001). Essa desorganizagdo celular nas lesdes
da MBM foi demonstrada anteriormente por Bomfeti et al.
(2008) por microscopia Optica e eletronica. Escanferla et al.
(2018) também encontraram P. ananatis INA+ sobrevivendo
epifiticamente na folha de milho e observaram um aumento
gradual na sua populagdo com a idade da planta. Em culti-
vares susceptiveis, o aumento da populagdo de P. ananatis,
associado com a umidade relativa do ar e quedas de tem-
peratura, sdo determinantes para o aparecimento das lesdes
(WYSMIERSKI; REAL; PACCOLA-MEIRELLES, 2006).

Todos os isolados epifiticos aqui estudados catali-
saram a formacdo de gelo, em concordancia com os estudos
de Sauer et al. (2014) e Escanferla et al. (2018), confirmando
que o processo de produgao de gelo por esse agente etiologi-
co somente ocorre quando a populagdo bacteriana se encon-
tra em nivel mais elevado.

Os resultados apresentados na Tabela 2 demonstram
que a capacidade de nucleag@o do gelo por P. ananatis isola-
da da MBM ¢ dependente ndo s6 do isolado, mas também da
sua concentracdo celular.

Teste de patogenicidade em laboratoério e a campo

Os isolados caracterizados fenotipicamente como
INA+, K1, K3, EMS05, WT2, EM7 ¢ os INA-, WT8, WT14,
foram selecionados para os testes de patogenicidade nas CM
em laboratorio (Tabela 3). Os isolados WT2 (INA+) e WT8
(INA-) foram selecionados para os testes de patogenicidade
a campo (Tabela 4).

O isolado WT?2 foi o tnico que reproduziu sinto-
mas quando inoculado nas folhas de milho em CM (Tabela
3). Este isolado foi capaz de desenvolver lesdes somente na
concentragdo de 10° UFC/mL (Tabela 3 e Fig. 4). Os demais
isolados ndo reproduziram sintomas da doenga. Nenhuma le-
sdo foi observada nos tratamentos controles (Tabela 3).
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Tabela 3: Teste de patogenicidade dos isolados de P. ana-
natis em folhas destacadas de milho da cultivar HS200 em
camaras de microumidade (CM).

Isolados UFC/mL SD Diluicao
10" 107 10°

K1 (INA+) 79102 - - - -
K3 (INA+) 4,510 - - - -
EMSO05 (INA+) 5310" - - - -
WT2 (INA+) 6,81 ++ - - -
WTS (INA-) 8,51% - - - -
EM7 (INA+) 1,1 1% - - - -
WT14 (INA-) 6,3102 - - - -
Controles:

Solugdo salina - - - - -
TSA+Solugao salina - - - - -

TSA - - - - -
UFC: Unidades Formadoras de Colonia
SD: Sem Diluigao
+ = sintoma positivo
- = sintoma negativo

Figura 4: Isolado WT2 (INA+) de Pantoea ananatis de le-
soes da MBM, inoculado em segmentos foliares da cultivar
HS200 (60 dias de idade) em CM, nas concentragdes de 107,
108 e 10° UFC/mL. Pode ser observado que apenas o trata-
mento contendo suspensdo bacteriana na concentragao de 10°
UFC/mL reproduziu lesdes foliares. Nas demais concentra-
¢Oes e no controle nao foram observadas o desenvolvimento
de lesdes.

Tabela 4: Teste de patogenicidade dos isolados de Pantoea
ananatis em plantas de milho da cultivar HS200 & campo.

Linhagens UFC/mL Dilui¢des

SD 108 107
WT2 6,8109 ++ ++ +
WT8 8,5109 - - -
Controles:

Solugao salina - - - -
TSA+Solugédo salina - - - -
TSA -

UFC: Unidades Formadoras de Colonia

SD: Sem Diluigdo

+ = sintoma positivo

- = sintoma negativo
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O isolado WT2 (INA+) reproduziu sintomas da
MBM a campo, nas trés concentragdes empregadas (Tabela
4; Fig. 5). Uma leve queima foliar pdde ser observada no
indculo mais concentrado, 10° UFC/mL.

Como no experimento de laboratorio, o isolado
WTS8 (INA-) também nao reproduziu os sintomas da MBM a
campo (Tabela 3 ¢ 4).

Nenhuma lesdo foi observada nos tratamentos con-
troles a campo.

Figura 5: Isolado WT2 (INA+) de Pantoea ananatis inocu-
lado a campo em plantas de milho da cultivar HS200 com
60 dias de idade, nas concentragdes de 107, 10% e 10° UFC/
mL. Lesdes foram desenvolvidas em todas as concentragdes
bacterianas avaliadas, porém na concentragdo de 10° UFC/
mL, ocorreu queima foliar.

Wysmierski et al. (2006) observaram o aparecimen-
to dos sintomas somente apds um pronunciado aumento da
populagio epifitica de P. ananatis sobre as folhas de milho.
Os resultados obtidos a campo ¢ em condigdes controladas
no laboratério, comprovaram os resultados de Wysmierski
et al. (2006). Lindow (1987), estudando a doenga Mancha
Marrom de feijao, causada por Pseudomonas syringae pv.
syringae, observando um aumento na incidéncia da doenga
proporcionalmente ao aumento da populacao epifitica deste
patogeno em folhas de feijao. Em estudos anteriores Lindow,
Arny e Upper (1978) avaliando o efeito da pulverizagdo da
bactéria INA+, Erwinia herbicola, em folhas de milho, ob-
servaram um aumento nos danos provocados por esse pa-
togeno conforme se aumentava a concentragdo das células
bacterianas do inoculo.

Os resultados do presente estudo demonstram que
nem todos os isolados de P ananatis possuem a capacida-
de de produzir gelo nas condigdes em que foi realizado o
experimento. Ha uma indicacdo de que a capacidade de nu-
cleacdo, associada a densidade populacional bacteriana sdo
fatores que colaboram para o desenvolvimento dos sintomas
da MBM em folhas de milho, porém novos testes envolven-
do um numero maior de isolados INA+ e INA- devem ser
efetuados para comprovar essa hipotese.

Conclusao

Conclui-se que a atividade de nucleagdo de gelo
¢ dependente da linhagem, uma vez que nem todos os iso-
lados expressaram o fenotipo INA* quando submetidos ao
mesmo tratamento, demonstrando a ocorréncia de variabili-
dade genética para este carater entre os isolados estudados.
A concentrag@o de células bacterianas ¢ também um fator de
importancia na expressdo do fendtipo INA por P. ananatis,
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sendo dependente da linhagem e da densidade populacional
para se expressar.
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