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RESUMO

A cultura do milho (Zea mays L.) compreende todas as regides do Brasil e a
mancha branca do milho, causada pela bactéria Pantoea ananatis ¢ uma das principais
doencas foliares da cultura, reduzindo a sua produtividade. Nao ha produtos eficientes
para o controle da doenca e¢ métodos alternativos devem ser avaliados. Assim, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de diferentes concentragdes do
corante azul de Metileno na inativagdo fotodindmica da suspensdo bacteriana de
Pantoea ananatis in vitro A suspensio bacteriana de 7,49x10” UFC/ml de Pantoea
ananatis foi tratada com o corante Azul de Metileno, nas concentracdes 25, 50 ¢ 100
umol L-1, na presenca e auséncia de radia¢do, avaliando-se o nimero de unidades
formadoras de coldnias (UFC). O corante Azul de Metileno nas concentragdes 100 e 50
umol L-1 respectivamente, quando submetidos a irradiacdo foram eficazes na inibi¢do

do crescimento de Pantoea ananatis in vitro.

Palavras-chave: Azul de Metileno, Mancha branca, Zea mays.



ABSTRACT

Corn crops (Zea mays L.) are spreaded all over Brazil and the maize white
spot (MWS) which etiological agent is Pantoea ananatis is one of the main foliar
diseases of the crop, reducing its productivity. There are no efficient products for the
control of this disease and alternative methods should be evaluated. The aim of the
present work was to evaluate the efficacy of different concentrations of the Methylene
Blue dye in the photodynamic inactivation of the bacterial suspension of Pantoea
ananatis in vitro. The bacterial suspension of 7.49x10” CFU/ml of Pantoea ananatis
was treated with Methylene blue dye, in three different concentrations 25, 50 and
100pumol L, each in the presence or absence of radiation, evaluating the number of
colonies forming units (CFU). The Methylene Blue dye at concentrations of 50 and
100pmol L™ respectively, when subjected to irradiation were effective in inhibiting the

growth of Pantoea ananatis in vitro.

Keywords: Methylene Blue, Maize white spot, Zea mays.
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1- INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.) tem grande importancia no cenario brasileiro,
compreendendo todas as regides do pais. O milho devera ter uma produgdo estimada de
aproximadamente 90 milhdes de toneladas, distribuidas entre primeira e segunda safras,
em 2018/19 (CONAB, 2018).

A producdo intensa da cultura do milho exige que sejam feitas semeaduras
antecipadas sob irrigagdo, em primeira e segunda safra (PEREIRA et al., 2005). Com
isso, houve uma modificag¢do na dindmica populacional dos patégenos que prejudicam a
cultura do milho, tendo um aumento na incidéncia ¢ na severidade de doengas nas
regides produtoras dessa cultura (LANZA, 2009).

A mancha branca, causada pela bactéria Pantoea ananatis (Paccola-Meirelles et
al., 2001) ¢ considerada, atualmente, uma das principais doengas foliares da cultura do
milho no Brasil, estando presente em, praticamente, todas as regides produtoras
(COSTA et al., 2010). Folhas com 10 a 20% de severidade da doenca apresentam uma
reducdo na taxa fotossintética liquida em torno de 40%, em cultivares suscetiveis,
podendo reduzir a producao de graos em até 60% (GODOQY et al., 2001). Os sintomas
iniciam-se pelo aparecimento de lesdes foliares aquosas com formato circular, do tipo
anasarca, de coloracdo verde-claro que depois se tornam necroticas de cor palha. Em
ataques mais severos hé coalescéncia de lesdoes (FERNANDES; OLIVEIRA, 1997).

Nos plantios tardios de milho as condi¢des ambientais sdo favoraveis para o
rapido desenvolvimento da doenca e por isso o uso de cultivares resistentes e a
aplicacdo de defensivos quimicos sdo indicados para o controle da doenga (COSTA et
al., 2010). Embora saiba-se que o aumento da resisténcia das bactérias as drogas
antibioticas gera a necessidade de desenvolver novos meios bacteriostaticos e
bactericidas que colaborem com a terapéutica de individuos infectados e que por isso
métodos alternativos de controle ainda devem ser avaliados (BENVINDO et al, 2008).

A terapia fotodinamica consiste na utilizacdo de corantes fotossensiveis que
absorvem luz, de comprimento de onda especifico, na presenca de oxigénio molecular,
resultando na formagdo de espécies reativas de oxigénio, citotoxicas, capazes de
promover a morte celular por necrose ou apoptose (PELEGRINO et al.,, 2005;
MACHADO, 2000). Varios tipos de fotossensibilizadores estdo sendo avaliados com

diferentes composi¢gdes e propriedades de absor¢dao de luz, como o Azul de Metileno



que tem apresentando resultados satisfatdrios frente a inativagdo dos microrganismos
comparados aos outros agentes fotossensibilizadores (COSTA et al., 2013)

Visando a inovacgao, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de
diferentes concentragdes do corante Azul de Metileno sob irradiagdo na inativagdo e na

inibi¢do do crescimento de Pantoea ananatis in vitro.



2- REVISAO DE LITERATURA

A produ¢ao mundial de milho nos ultimos vinte anos teve aumento significativo,
com uma producao estimada para a safra 2018/19 de aproximadamente 90 milhdes de
toneladas (CONAB, 2018).

A cultura do milho no Brasil é de grande importancia para o agronegdcio
nacional, além de ser a base de sustentagdo para a pequena propriedade, devendo ser
interpretada sob a dtica da cadeia produtiva ou dos sistemas agroindustriais, uma vez
que o milho ¢ insumo para uma centena de produtos (DUETET al., 2008).

O milho ¢ usado em grande escala tanto pela produgdo de alimento animal (cerca
de 60% a 80%) quanto para exportacdo e consumo humano (OLIVEIRA; BEZERRA,
2013).

A mancha branca do milho causada pela bactéria P. ananatis (Paccola-Meirelles
et al., 2001), se desenvolve bem em condigdes de alta precipitacdo, alta umidade
relativa e baixas temperaturas noturnas (14°C) do ar. Quanto maior a populacao
bacteriana, maior o nimero de lesdes levando a prejuizos na produgdo de até¢ 60%
(CASELA, et al., 20006).

A mancha branca do milho ¢ caracterizada pelo aparecimento de manchas
cloroticas, aquosas do tipo anasarca no limbo foliar que ao se desenvolverem podem
adquirir coloragdo palha (PEDRO et al., 2010).

A Pantoea ananatis ¢ uma bactéria Gram-negativa, ndo esporulante, anaerobia
facultativa, formadora de colonias com crescimento mucoso ¢ de coloracdo amarelo
brilhante quando em meio de cultura.

Pinto & Fernandes (1995) avaliaram a agdo de varios fungicidas no controle da
doencga. Dentre os produtos avaliados, o oxicloreto de cobre e 0 Mancozeb mostraram-
se eficientes; entretanto o oxicloreto de cobre apresentou efeito fitotdxico.

Para o controle da mancha branca estdo registrados junto ao Ministério da
Agricultura produtos quimicos pertencentes a grupos como: triazois, estrobilurinas,
benzimidazodis, geralmente eficientes no controle de doengas fingicas. No entanto, ha
necessidade de busca por novas medidas de controle. (PEDRO et al, 2012).

Por meio do processo chamado inativagdo fotodindmica, micro-organismos
podem ser mortos mediante a reacdes de fotossensitizacdo. Os mecanismos de acdo que

executam a inativagdo fotodinamica de patégenos nao ¢ parecido com os mecanismos



dos antibidticos, pois um mesmo fotossensitizador pode ser usado contra varios
microorganismos de naturezas diferentes. As reacdes de fotossensitizagdo produzem
espécies reativas de oxigénio, que tém a capacidade de oxidar compostos organicos
insaturados, como os lipideos, os quais compdem a membrana celular das bactérias
(PERUSSI, 2007). A inativagdo fotodinamica por sua vez, ¢ eficiente na redug¢do dos
microrganismos apresentando-se como uma terapia alternativa confiavel para o
tratamento antimicrobiano convencional (PERUSSI, 2007). Ja existem publicagdes a
respeito da inativagdo fotodindmica desde o inicio do século XX, porém, somente no
final de 1980 aplicou-se efetivamente essa tecnologia na saide humana; primeiramente
no tratamento de tumores malignos superficiais e, em seguida, no tratamento de
infeccoes locais, fungicas e bacterianas (COSTA et al, 2013).

Em trabalhos recentes foi mostrado que a H. pilori acumula naturalmente
porfirina suficiente para permitir fotoinativacdo com luz azul. Em um teste clinico
preliminar em 13 pacientes usando-se administracdo oral de 4cido 5-aminolevilinico
(ALA) e iluminagao da por¢ao gastrica ap6s 45 min com um laser azul acoplado a um
endoscopio. A erradicacdo dessa bactéria por PDI foi constatada através de biopsia.
(WILDER-SMITH et al, 2002)

De modo similar a muitas células de mamiferos, a maioria das bactérias usam o
caminho biossintético do heme para produzir porfirinas a partir do precursor ALA. A
acne ¢ causada pelo crescimento da P. acnes nas glandulas sebdceas e essas bactérias
acumulam porfirinas que fluorescem no vermelho; essa propriedade tem sido usada
como base para o tratamento fototerapico da acne (MEFFERT et al, 1990). PDI com
aplicacdo topica de ALA e aplicacdo de luz vermelha foi testada em 22 pacientes
com Acne vulgaris nas costas. Foi observada a eliminagao da acne inflamatéria que

persistiu por pelo menos 20 semanas (HONGCHARU et al, 2000).
3- MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Bacteriologia Vegetal, do
Instituto de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Uberlandia, no periodo de

mar¢o a junho de 2017.

3.1 Obten¢ao do indculo e preparo da suspensiao bacteriana



Os isolados UFU B13 de Pantoea ananatis, proveniente de Planaltina de Goias,
GO, pertencente a colecao de trabalho do Laboratorio de Bacteriologia Vegetal, do
Instituto de Ciéncias Agrarias da UFU foi cultivado em meio de cultura 523 (KADO;
HESKETT, 1970) por 48h.

A suspensdo bacteriana foi preparada em solucdo de NaCl 0,45%, e ajustada em
espectrofotdmetro para ODsso = 0,11 correspondendo a, aproximadamente, 1x10° UFC

mL™.

3.2 Terapia fotodinimica no controle de Pantoea ananatis in vitro

Para a inativagao da suspensao bacteriana utilizou-se o corante azul de Metileno
em diferentes concentragdes, sendo submetido a irradiagdo ou nao (escuro).

O corante Azul de Metileno (AM) foi preparado nas concentracdes 25, 50 e 100
umol L', em solugdo de NaCl (0,45%) e autoclavados, por 30 min a 120 °C. Como
testemunha foi utilizada a solucao de NaCl (0,45%).

Em microtubos colocou-se 100 pL da suspensado bacteriana € 900 pL do corante
para cada concentracdo. Todos os microtubos foram recobertos com papel aluminio para
a protecdo contra a luminosidade e incubados em estufa a 28 °C por 20 min.
Posteriormente, parte dos microtubos foram irradiados a 5 cm de distancia da fonte de
iluminacdo no equipamento AMS-II (Sistema de LED de alta poténcia, emissao 652
nm) por 20 minutos. Os demais microtubos foram mantidos no escuro em temperatura
ambiente.

Em seguida a suspensdo bacteriana dos tratamentos foram diluidas em série (107
a 107) e cultivada em meio de cultura 523, em placa de Petri. As placas foram
incubadas a 28° C por 4 dias, avaliando-se o nimero de unidades formadoras de
coldnias (UFC
mL™") pela contagem de coldnias formadas.

Os experimentos foram conduzidos em delinecamento de blocos inteiramente
casualizados, com trés repetigdes € em um arranjo fatorial 4 x 2 x 3 (concentragdes x
luminosidade x repeti¢des).

As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, as
analises foram realizadas através do programa estatistico SISVAR versdo 5.30

(FERREIRA, 2010).



4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Terapia fotodinAmica no controle de Pantoea ananatis in vitro

O tratamento da suspensdo bacteriana nas trés concentragdes (25, 50 e 100
umol L") do corante azul de metileno (AM), quando n3o irradiado (escuro) (Tabela
1) proporcionou o crescimento da bactéria em meio de cultura, ou seja, estes
tratamentos nao erradicaram a bactéria. No entanto, quando a suspensdo bacteriana
foi tratada o corante AM e irradiada nas concentracdes 50 ¢ 100 pmol L™ houve
eliminagao total das células bacterianas. Embora para a concentragao de 25 umol L
' de AM tenha ocorrido o crescimento da bactéria (1,1 x 10° ndo diferiu

significativamente do niimero de UFC da Testemunha (7,2 x 10°).

Tabela 1. Diferentes concentragdes de azul de metileno, irradiados ou nao, na
erradica¢do da bactéria Pantoea ananatis in vitro.

Azul de Metileno (uM) Irradiado Nio wrradiado
Testemunha 72x108b A 734x10"h B
25 1.1x10° ab A 421x10" a B
50 0.0 a A 414x10" a B
100 0.0 a A 433x10" a B
CV (%) 10,03

Letras mimisculas na linha
Letras mamisculas na coluna

Médias seguidas por letras distintas, mintisculas na coluna e maitisculas na linha, diferem entre si
pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

Hussain et al. (2006) demonstraram a eficacia do corante AM contra
Escherichia coli, embora nao tenham determinado os mecanismos de ac¢dao do
corante de maneira precisa. Ja o experimento de De Paula (2010) constatou que o
corante AM, em concentragdes em torno de 50 pmol dm>, foi capaz de inibir

significativamente o crescimento de Staphylococcus aureus in vitro.



Longo e Azevedo (2010) encontraram resultados semelhantes a este
trabalho, em estudos com E. coli, o tratamento com AM isolado nas concentracdes
25 e 50 pmol L ndo apresentou efeito bactericida. Em contrapartida, a combinacio
deste corante com irradia¢do a laser promoveu reducao significativa do numero de
colonias. Tal resultado mostra que para o sucesso da terapia fotodinamica ¢
necessario a juncdo dos fatores: luz e agente fotossensibilizador. Os corantes
fotossensiveis absorvem a luz em um especifico comprimento de onda, o oxigénio
presente ¢ transformado para o estado excitado, reagindo com o substrato local,
formando radicais citotoxicos, reagindo com a parede celular, acidos nucleicos,

peptideos, lipideos, proteinas, etc. (DONNELLY et al., 2008).

Corantes fotossensiveis absorvem luz em um comprimento de onda
especifico na presenca de oxigé€nio resultando em espécies reativas de oxigénio, que
sdo citotdxicas e capazes de promover a morte celular por apoptose ou necrose
(PELEGRINO et al.,, 2005; MACHADO, 2000). Esses corantes possuem a
capacidade de passar pela membrana celular por canais de proteinas presentes na
parede celular de bactérias Gram-negativas (USACHEVA et al., 2001). O corante
AM possui afinidade por proteinas da parede celular e da membrana bacteriana
(USACHEVA et al., 2008), sendo assim, esse corante ¢ considerado um excelente

destruidor da membrana pela sua ag¢ao fotodinamica (USACHEVA et al., 2001).

O crescimento da bactéria Pantoea ananatis em meio de cultura, apds os
tratamentos com o corante AM, nas diferentes concentragdes 25, 50 e 100 umol L'l,
quando irradiado ou no escuro, pode ser observado na Figura 1. E possivel perceber
que em todos os tratamentos que ndo foram irradiados, houve o crescimento normal
da bactéria. Enquanto nos tratamentos que foram irradiados, houve redugdo
gradativa do nimero de UFC, no sentido que aumenta a concentragdo do corante, de
forma que no tratamento com corante na concentragdo de 25 pmol L™ houve
diminuicdo significativa do crescimento de células bacterianas mas foram nos
tratamentos com corante nas concentracdes de 50 e 100 umol L™ que houve a

erradicacao total da bactéria.



Nao irradiado

&J O, ) ©

&) O, ©, ©
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Figura 1. Erradicacdo de Pantoea ananatis in vitro, tratadas com azul de metileno
(AM) nao irradiado, testemunha (A), AM 25 uM (B), AM 50 uM (C), AM100 uM (D).
Irradiado, testemunha (E), AM 25 uM (F), AM 50 uM (G), AM100 uM (H).

Sendo assim, o corante azul de metileno quando irradiado apresenta como um
método eficaz e alternativo no controle de fitobactérias. Sendo um método inovador e
ndo utilizando nenhum produto téxico ao ser humano e animais, importante para o
desenvolvimento de uma agricultura mais consciente, ambientalmente correta e

socialmente colaborativa.



5. CONCLUSAO

O corante Azul de Metileno, nas concentragdes 100, 50 pmol L-1, quando

irradiados foram eficazes em inibir o crescimento de Pantoea ananatis in vitro.
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