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RESUMO 
 
A mancha branca do milho, causada pela bactéria Pantoea ananatis destaca-se como uma das 
principais doenças foliares da cultura. Para o manejo da doença recomenda-se a utilização de 
genótipos resistentes e produtos químicos que não vem apresentando eficiência, portanto uma 
inovação tecnológica no controle químico de fitopatógenos deve ser avaliado no controle da 
doença. Assim, o presente trabalho teve como objetivos: avaliar a agressividade de isolados 
de P. ananatis; caracterizar molecularmente isolados de P.ananatis e avaliar o efeito de 
nanopartículas no controle da bactéria em plantas de milho. Para a avaliação da agressividade, 
foram utilizados nove isolados de P. ananatis inoculados em três genótipos de milho 
(DKB230, AG9025 e 2B810PW), com quatro repetições. A severidade da mancha branca das 
folhas foi avaliada aos 2, 4, 6 e 8 dias após a inoculação, usando uma escala de notas. Para 
caracterização molecular foram estudados 23 isolados de P. ananatis utilizando os primers 
específicos ANAF/ANAR e primer universal BOX. Para controle com nanopartículas foram 
utilizados nanocristais de ZnO dopados com quatro elementos: cobre (Cu), ferro (Fe), 
manganês (Mn), e níquel (Ni) em diferentes concentrações e em duas formas distintas de 
controle. Os isolados bacterianos UFU A18 e UFU B13 foram mais agressivos nos genótipos 
de milho suscetíveis (DKB230, AGV9025) e no genótipo resistente (2B810PW) não houve 
desenvolvimento da doença. Os isolados foram identificados como P. ananatis com o uso do 
primer específico e permitiu o estudo da diversidade genética dos isolados com o primer 
BOX. A utilização de nanocristais de óxido de zinco (ZnO) dopados com cobre e manganês 
reduziu a severidade da doença em plantas de milho em casa de vegetação. 
 
Palavras-chave: Mancha branca; Nanopartículas; PCR; Zea mays. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 

 
The maize white spot, caused by Pantoea ananatis stands out as one of the main foliar 
diseases of culture. For the management of this disease it is recommended the use of resistant 
genotypes and chemicals that there has been presenting  efficiency, therefore a technological 
innovation in  chemical control of phytopathogens should be evaluated in the control of the 
disease.Thus, the present work had as objectives: to assess the aggressiveness of isolates of P. 

ananatis;  molecularly characterize  isolates of P. ananatis and to evaluate the effect of 
nanoparticles in  control of bacteria in corn plants For the evaluation of aggressiveness were 
used nine  isolates of P. ananatis inoculated in three maize genotypes (DKB230, AG9025, 
2B810PW), with four replications. The  severity of white spot of leaves was evaluated  at 2, 4, 
6 and 8 days after inoculation, using a scale of note; for molecular characterization werw 
studied  23  isolates of P. ananatis using the specific primers ANAF/ANAR and universal 
BOX. To control with  nanoparticles were used nanocrystals of  (ZnO) doped with four 
elements - copper (Cu), iron (Fe), manganese (Mn), and nickel (Ni) - in different 
concentrations and in two distinct forms of control. The bacterial isolates UFU18 and UFU 
B13 were more aggressive in maize genotypes  susceptible  (DKB230, AGV9025), and in the 
resistant genotype (2B810PW) there was no disease development of the disease. The isolates 
were identified as P. ananatis using  specific primer and   allowed the study of genetic 
diversity of the isolates with primer BOX. The use of  nanocrystals of zinc oxide (ZnO) doped 
with copper (Cu) and manganese (Mn) reduced disease severity in maze plants in greenhouse. 
 
Keywords: Maize white spot; Nanoparticles; PCR; Zea mays. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A cultura do milho (Zea mays L.) tem grande importância no cenário da agricultura 

brasileira, sendo a segunda espécie vegetal mais cultivada, após a soja (MÔRO e FRITSCHE 

NETO, 2015). Para a safra 2018/19 o país deve alcançar produção total de 96,0 milhões de 

toneladas (CONAB, 2018). 

Apesar do aumento na produtividade, modificações importantes ocorreram na 

dinâmica populacional dos patógenos resultando no aparecimento de novos problemas 

fitossanitários. A importância de cada doença varia de ano para ano e de região para região, 

porém algumas das doenças são de ocorrência mais generalizada nas principais regiões de 

plantio, como a Mancha branca do milho (MBM) (PAES, 2006) causada pela bactéria 

Pantoea ananatis (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001).  A MBM em elevada severidade 

pode contribuir para a redução dos índices de produtividade da cultura. Em genótipos 

suscetíveis a MBM tem como sintomas iniciais a formação de lesões reduzindo o ciclo da 

cultura devido à redução da área fotossintética, visto que 10-20% de severidade representa 

40% menos de fotossíntese líquida, o que equivale a 60% de perdas na produção final da 

cultura (PINTO, 1997; GODOY et al., 2001).  

Estudos sobre a diversidade genética de P. ananatis utilizando a técnica de rep-PCR, 

com isolados obtidos de plantas de milho, sorgo e capim-colchão mostrou existir 

aparentemente alta variabilidade genética entre os isolados dos diferentes hospedeiros (LANA 

et al., 2012). O estudo da diversidade genética permite agrupar isolados por características 

semelhantes entre si como o local de origem, grau de agressividade, material de coleta, entre 

outros.  

Quanto às estratégias de controle, a utilização de genótipos resistentes constitui uma 

fonte segura e sem riscos ambientais. Entretanto, ainda não se tem disponíveis uma ampla 

gama de genótipos com resistência a determinada doença. Diante disso, o uso de 

bactericidas/fungicidas vem sendo utilizado com frequência, porém, o mesmo não é eficiente 

e inovações tecnológicas de controle devem ser avaliados para o controle da bactéria como o 

uso de nanopartículas. 

As nanopartículas, são partículas em escala nanometrica, que podem ser sintetizadas 

por métodos físicos, químicos e biológicos e apresentam elevada eficácia biocida. Nesse 

sentido, o tamanho nanométrico resulta em alta relação superfície/volume que gera interações 

íntimas com as membranas microbianas (ALLAKER, 2010; MORONES et al., 2005). As 
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nanopartículas podem ser amorfas (estrutura desorganizada) e cristalinas (estrutura cristalina). 

Esta por apresentar baixa genotoxicidade foi utilizada no presente trabalho.  

As nanopartículas de óxido de zinco (ZnO) têm sido utilizadas na indústria têxtil e 

farmacológica, devido a suas propriedades de relação superfície/volume, reduzida toxidez, 

biocompatibilidade, reduzido custo e de fácil síntese (KWON et al., 2014; SHI et al., 2014; 

SINGH e NANDA, 2014; WILLANDER et al., 2014). Uma forma de ajustar as propriedades 

dos óxidos de zinco é alterar sua estrutura física e eletrônica por meio da dopagem, 

permitindo a incorporação de novos elementos na estrutura cristalina, alterando o 

posicionamento das bandas de condução e valência modificando os mecanismos de difusão, 

crescimento de grão e síntese, modificando características químicas como acidez da superfície 

e criando sítios de adsorção (CALLISTER JÚNIOR, 2002). 

Diante disso, o objetivo do trabalho é avaliar a agressividade e caracterização 

molecular de isolados de Pantoea ananatis e controle da bactéria com uso de nanopartículas 

de ZnO em plantas do milho. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Importância do milho 
 

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho sendo superado apenas pelos 

Estados Unidos e China. Com produção estimada de 96,00 milhões de toneladas de grãos na 

safra 2018/2019 (CONAB, 2018). 

A produtividade do milho pode ser influenciada por diversos fatores, dentre eles: 

manejo da lavoura, potencial genético do material escolhido, condições ambientais e outros. 

Entretanto, a ocorrência de doenças nas principais regiões produtoras do país tem-se tornado 

grande preocupação, visto o alto percentual de perdas ao longo dos anos causados pelas 

doenças. A expansão da fronteira agrícola, adoção do sistema de plantio direto, ausência da 

rotação de culturas, utilização de genótipos susceptíveis, entre outros fatores favoreceu 

modificações importantes na dinâmica populacional de patógenos, resultando no 

aparecimento de novos problemas fitossanitários (EMBRAPA, 2009). 

A ocorrência de cada doença pode variar de acordo com a época e região. Entretanto, a 

MBM é considerada atualmente, como uma das principais doenças foliares do milho, tanto 

pelos altos índices de perdas e prejuízos no campo, como também pela sua ampla distribuição 

em diferentes regiões produtoras no Brasil (PINTO, 1999). A alta incidência da MBM pode 

reduzir a área fotossinteticamente ativa e causar perdas de até 60% na produção final. Os 

sintomas iniciais surgem nos primeiros estádios de desenvolvimento da cultura, tornando-se 

mais severos no final do ciclo do milho (COSTA et al., 2009). 

 

2.2 Mancha branca do milho 

2.2.1 Agente etiológico 
 

A mancha branca do milho (MBM), conhecida como pinta branca, causada pela 

bactéria Pantoea ananatis, é considerada uma das mais importantes enfermidades foliares 

dessa cultura estando amplamente distribuída no país (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001; 

PACCOLA-MEIRELLES et al., 2008; BOMFETI et al., 2008). Paccola-Meirelles et al. 

(2001) isolou e identificou a bactéria Pantoea ananatis (sin. Erwinia ananas) a partir de 

lesões de estágio inicial da mancha foliar de Phaeosphaeria, em uma incidência de 86% e 

77%. Esta bactéria quando inoculada em plantas de milho reproduziu em casa de vegetação 

sintomas semelhantes aos da doença no campo. A bactéria foi reisolada a partir das lesões 
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concluindo assim os postulados de Koch, confirmando ser a bactéria (Pantoea ananatis) o 

agente causal da doença, e não um fungo Phaeosphaeria maydis como postulado 

inicialmente, sendo o fungo um oportunista. Também ao avaliar o desempenho de diversos 

genótipos de milho previamente selecionados entre suscetíveis e resistentes, quando 

inoculados com a bactéria, as reações foram análogas à analisada em condições de campo 

(PACCOLA-MEIRELLES et al., 2002).  

Em trabalhos posteriores Bomfeti et al. (2008) com técnicas de microscopia de luz e 

microscopia eletrônica de transmissão observaram grande número de células bacterianas 

ocupando os espaços intercelulares das lesões da mancha branca do milho, não sendo 

observado estruturas fúngicas nas lesões mais jovens. Bomfeti et al. (2008), utilizou a técnica 

de PCR para identificar tanto a bactéria quanto o fungo em diferentes estádios da cultura de 

lesões da MBM. No estádio de anasarca, observou-se amplificação de DNA somente com 

primers bacterianos. A amplificação do DNA do fungo ocorreu somente em lesões de estádios 

mais avançados no qual o tecido já se encontrava necrosado. Com esses resultados os autores 

reforçaram a hipótese de que as lesões de MBM são causadas por bactérias e que fungos 

oportunistas podem colonizá-las posteriormente.  

Segundo Paccola-Meirelles et al. (2001), a bactéria P. ananatis é gram-negativa, não 

esporulante, anaeróbia facultativa, formadora de colônias com crescimento mucoso e de 

coloração amarelo brilhante. Quando em meio de cultura a frequência de isolamento é maior 

nos estágios iniciais de desenvolvimento da planta, diminuindo significativamente nos 

estágios mais avançados. 

A bactéria sobrevive epifiticamente na área foliar do milho, podendo progredir de 

tamanho mesmo na ausência da manifestação da doença sobre as folhas. A bactéria possui um 

mecanismo chamado quórum-sensing (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2008) que possibilita 

comunicação através de uma substância química sinalizadora denominada acil-homoserine 

lactona (MOROHOSHI et al., 2007). Esta substância produz um exopolissacarídeo que 

protege a célula bacteriana de mecanismos de defesa do hospedeiro e obstrui a circulação da 

seiva nas folhas que originam o tecido necrosado. Em relação à patogenicidade, o patógeno 

produz cristais de gelo em temperaturas onde não poderiam ser formados, fenômeno 

conhecido com nucleação do gelo, que as plantas não toleram o congelamento do meio 

intercelular fazendo com que as lesões sejam exteriorizadas (GONÇALVES et al., 2015).  

2.2.2 Aspectos gerais da doença 
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A doença MBM atualmente encontra-se distribuída em toda extensão do território 

brasileiro, sendo identificada causando infecções tanto em plantas monocotiledôneas quanto 

em dicotiledôneas (COUTINHO e VENTER, 2009) como na cultura do melão, cebola, aveia 

e tomate (GITAITIS et al., 1997; AZAD et al., 2000; COTHER et al., 2004). Na cultura do 

milho foi relatada pela primeira vez na África do Sul por Goszczynska et al. (2007), no 

México por Pérez-y-Terrón et al. (2009) e na Argentina por Alippi e López (2010).  

A MBM tem ocorrência favorecida em condições de temperatura moderada, em torno 

de 14 °C e alta umidade do ar associada a frequentes períodos de chuva (SAWAZAKI et al., 

1997). Além do manejo da adubação, da época de semeadura e do plantio direto, o potencial 

de inóculo pode elevar significativamente possibilitando maior severidade da doença 

(FERNANDES e OLIVEIRA, 2000). Segundo Fernandes e Oliveira (2000) os sintomas 

iniciam-se nas folhas inferiores das plantas de milho evoluindo rapidamente em direção do 

ápice, sendo mais severos após o estádio de pendoamento. De acordo com Paccola-Meirelles 

et al. (2001) as lesões da doença apresentam cor verde escuro com aspecto de encharcamento, 

e posteriormente se tornam necróticas de coloração palha podendo coalescer. 

A produção intensa da cultura do milho exige que sejam feitas semeaduras antecipadas 

sob irrigação (PEREIRA et al., 2005). Como consequência, houve uma modificação na 

dinâmica populacional dos patógenos que prejudicam a cultura promovendo um incremento 

na incidência e na severidade de doenças nas regiões produtoras (LANZA, 2009). Segundo 

Fernandes e Oliveira (2000), o inóculo primário da bactéria pode ter origem nos restos 

culturais do milho, o que dificulta o seu controle, pois ao realizar a semeadura direta o 

potencial do inóculo poderá aumentar sujeitando as lavouras de milho à ocorrência da doença. 

Dentre as estratégias de controle, a utilização de genótipos resistentes constitui uma 

fonte segura e sem riscos ambientais. Entretanto, não se tem ainda disponíveis uma ampla 

gama de genótipos com resistência a MBM. Podendo complementar com outras medidas de 

controle, como a utilização de cultivares menos susceptíveis; plantio na época mais adequada, 

visando menor ocorrência da doença; sementes tratadas; rotação de cultura; manejo adequado 

da adubação da lavoura; eliminação de restos culturais e controle químico (EMBRAPA, 

2009). Híbridos suscetíveis à MBM podem chegar a apresentar perdas em torno de 60% da 

produção, que podem ser evitadas quando da utilização de híbridos resistentes, sendo este, o 

método mais eficiente, racional e econômico para evitar ou diminuir os danos causados por 

esta doença (BRITO et al., 2011). 
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Sendo assim, o estudo da agressividade de isolados bacterianos é importante na 

seleção de híbridos resistentes. 

2.3 Caracterização molecular da Pantoea ananatis  
 

A identificação de espécies do gênero Pantoea normalmente é realizada por meio de 

análise de diferentes caracteres fenotípicos e testes bioquímicos não conclusivos. Estes 

métodos além de demandar muito tempo, requerem profissionais com conhecimento 

especializado, visto que a identificação dos isolados ao nível de espécies é difícil (BRADY, 

2005). 

As técnicas moleculares para detecção de diversos patógenos são ferramentas bastante 

promissoras, devido à sua alta precisão em caracterizar organismos e apresentar resultados 

rápidos na identificação (LOUWS, 1994). E dentre essas destaca-se a reação em cadeia da 

polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction).  

A técnica de PCR permite a replicação in vitro do DNA de maneira muito rápida, no 

qual em poucas horas, quantidades mínimas de material genético podem ser amplificados em 

milhões de vezes tornando possível a rápida identificação de espécies, de marcadores 

genéticos e de patógenos (SEBASTIÃO, 2015). A região em interesse do DNA para ser 

amplificado é determinada por pequenas sequências de DNA, denominadas primers ou 

iniciadores, os quais são construídas artificialmente, complementares e especificas a duas 

regiões distintas no DNA do patógeno. Os primers variam desde universais a grupo-

específicos (BEJ, 2004).  

Para a espécie P. ananatis, trabalho realizado por Figueiredo e Paccola-Meirelles 

(2012) demonstraram que reações de PCR com os iniciadores específicos representam uma 

estratégia confiável e de rápida identificação de isolados de Pantoea ananatis provenientes de 

plantas de milho, sorgo e Digitaria sp. Em estudo realizado por Miller (2014) os primers 

específicos para P. ananatis ANAF/ANAR, também confirmaram a identidade dos isolados 

bacterianos. Resultados semelhantes também foram encontrados por Mamede (2018) 

utilizando os mesmos primers para isolados de P. ananatis. Gonçalves (2012) afirmam que os 

primers ANAF/ANAR mostraram-se eficientes para identificação dos isolados e dos 

reisolados obtidos em todos os testes de patogenicidade, proporcionando uma única cópia em 

todo o genoma da P. ananatis, com tamanhos variando de 360 a 380 pb. O autor ainda cita 

que o par de primers apresentou excelente anelamento com temperatura de 58ºC, no qual 
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possibilitou a obtenção de uma única banda de DNA amplificado sendo muito específica e 

nítida para cada isolado de P. ananatis.  

Segundo Miller (2014) entre os marcadores mais utilizados para estudos de 

populações, é o AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism ou Polismorfismo no 

Comprimento de Fragmentos Amplificados), no qual se destaca pela alta detecção de 

variabilidade genética. Vos et al. (1995) afirmaram que é uma estratégia que representa alta 

eficiência pela possibilidade de analisar um grande número de polimorfismos 

simultaneamente, com ampla cobertura do genoma, no qual o perfil de bandas geradas é em 

razão da variação nos sítios de restrição das enzimas utilizadas.  

2.4 Diversidade genética de Pantoea ananatis 

 

Para o manejo da MBM a medida mais eficiente e econômica da doença é a utilização 

de variedades resistentes, principalmente em locais que apresentem condições climáticas 

favoráveis ao desenvolvimento da doença (PEREIRA et al., 2005). Porém de acordo com 

Miller (2014) o desenvolvimento e sucesso dos programas de melhoramento de plantas com 

resistências às doenças, dependem do conhecimento da diversidade genética do patógeno, 

principalmente para a estabilidade e durabilidade desta resistência em campo.  

A diversidade genética se refere a toda variação biológica hereditária acumulada 

durante o processo evolutivo, no qual é gerada fundamentalmente, por mutação na sequência 

nucleotídica durante a replicação do DNA, e sendo responsável por parte das diferenciações 

fenotípicas (SANTOS et al., 2009). Esta variação genética expressada geralmente pode ser 

reconhecida por diferenças em moléculas de proteínas, diversas características fisiológicas, 

bioquímicas e também por variações comportamentais e morfológicas (SANTOS et al., 2009).  

De acordo com Miller et al. (2016) estudos sobre a variabilidade genética de P. 

ananatis em milho são bastante escassos. Lana et al. (2012) utilizando a técnica de rep-PCR 

relataram uma alta variabilidade genética entre isolados de Pantoea coletadas de folhas de 

milho, sorgo e capim-colchão. Miller et al. (2016) em estudo com 90 isolados de P. ananatis 

em três regiões diferentes, relataram a porcentagem de polimorfismo de 24,64 a 92,46 e a 

diversidade gênica desde 0,07-0,09.  

A falta de conhecimento da diversidade genética de P. ananatis têm sido um desafio 

para o desenvolvimento de genótipos resistentes à doença, resultando assim em cultivares 

com resistência de curto prazo e ineficientes (MILLER et al., 2016). Segundo Souza e Duarte 

(2002) a resistência genética de P. ananatis é instável, pois os níveis de resistência de um 
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híbrido de milho podem variar em diferentes ambientes. Segundo Hanage et al. (2006) é 

importante o conhecimento dos processos evolutivos, adaptações patogênicas e a diversidade 

genética das populações bacterianas, visando as estratégias de manejo da doença em 

programas de melhoramento genético.  

2.5 Nanopartículas 
 

A nanotecnologia é baseada na criação de partículas em escala nanométrica, 

denominadas nanopartículas. As nanopartículas vêm sendo utilizadas para várias finalidades 

como na detecção de materiais tóxicos na atmosfera através de nanosensores 

(SALAMANCA-BUENTELLO et al., 2005), no tratamento de água e efluentes (PAN e 

XING, 2008) e na detecção de patógenos nos alimentos (SOZER e KOKINI, 2009).  

As nanopartículas, embora com a mesma composição, comportam-se distintamente 

quanto à coloração, condutividade elétrica e propriedades termodinâmicas a depender do 

tamanho das partículas, isso devido as interações das forças entre as moléculas do material 

fazendo variar, portanto, seu impacto sobre o meio ambiente, saúde humana e a sociedade 

como um todo (RIBOLDI, 2009). 

As nanopartículas são sintetizadas por métodos químicos, físicos ou biológicos (RAI, 

2003). Nos métodos químicos as nanopartículas são formadas por meio de reações químicas 

entre íons ou moléculas. Nos métodos físicos os materiais sofrem moagem, têmpera, 

decomposição química, irradiação entre outros, sendo o nanomaterial formado a partir de uma 

amostra maior (HABIBA et al., 2014). O uso do método biológico é realizado com utilização 

de bactérias, fungos. Sendo denominado biossíntese (RAI, 2003). Porém, o rendimento não é 

grande quando comparado ao método químico.  

A utilização de defensivos agrícolas em larga escala e  muitas  vezes de forma 

indiscriminada, além de ocasionar riscos de toxicidade para organismos não alvos e poluição 

ambiental, podem levar a resistência de pragas e doenças tornando o método de controle 

ineficiente. Diante disso, atualmente, tem se buscado alternativas viáveis como o 

desenvolvimento de produtos biológicos, biodegradáveis e mais seguros para o homem e o 

meio ambiente (GONZALEZ et al, 2014).  

A utilização de nanopartículas na agricultura representa uma importante inovação 

tecnológica, no qual proporcionará aumento na produtividade das culturas e qualidade dos 

produtos. Elas podem ser utilizadas na produção de nanofertilizantes, nanocidas ou pesticidas 

encapsulados em nanopartículas para liberação controlada (FURLANETO, 2011). De acordo 
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com Araújo (2014) ainda são bastante escassos os estudos com o uso da nanotecnologia 

visando o controle in vitro de fitopatogénos. Porém, resultados satisfatórios atestando à 

utilização de nanopartículas no controle de diferentes fungos fitopatogênicos já foram 

relatados na literatura (KIM et al., 2009; KIM et al., 2012). As nanopartículas podem ser 

amorfas (estrutura desorganizada) e cristalinas (estrutura cristalina). Esta por apresentar baixa 

genotoxicidade é mais utilizada. 

2.5.1 Controle microbiano com nanopartícula  
 

As nanopartículas utilizadas como agentes antimicrobianos vêm ganhando destaque, 

visto que possuem tamanho nanométrico, proporcionando assim interação com as membranas 

microbianas resultando em elevada eficácia biocida (ALLAKER, 2010; MORONES et al., 

2005). Segundo Kah e Hofmann (2014) basicamente o desenvolvimento de formulações com 

nanopartículas favorecem o aumento da solubilidade dos compostos ativos, liberação de 

forma lenta e/ou proteção contra a degradação prematura do ativo encapsulado.  

As nanopartículas de óxido de zinco (ZnO) apresentam propriedades bactericidas, 

capazes de inibir os microrganismos (SAWAI, et al., 1996), devido aumento do nível 

intracelular de espécies reativas de oxigêncio (EROs), ocasionando o vazamento da 

membrana plasmática danos celulares e morte (WANG et al., 2014).  

Vários fatores influenciam na atividade das nanopartículas de ZnO, como formato, 

tamanho e concentração. A forma esférica tem a penetração mais dificultada nas paredes 

celulares bacterianas, quando comparadas com formato de bastão ou fio (YANG et al., 2009). 

Em relação ao tamanho, quanto menor, maior a sua capacidade de penetração (ZHANG et al., 

2007; YAMAMOTO, 2001) e quanto maior a sua concentração, maior a atividade microbiana 

(YAMAMOTO, 2001).  

Os nanocristais (NCs) pode ser ajustado através da alteração da sua estrutura física e 

eletrônica, através da dopagem. A dopagem permite integrar novos elementos na estrutura da 

nanopartícula modificando assim suas características químicas (CALLISTER JÚNIOR, 

2002). Os nanocristais de ZnO dopados apresentam alta estabilidade diferentemente dos 

produtos tradicionais utilizados. A incorporação pode ser feita com íons metálicos como: 

cobre (Cu), ferro (Fe), manganês (Mn), níquel (Ni), cobalto (Co), cromo (Cr), molibdênio 

(Mo), nióbio (Nb), vanádio (V), rutênio (Ru), prata (Ag), platina (Pt) e ouro (Au) na estrutura 

do material, que reduz a faixa de energia em um sólido, onde nenhum estado de elétrons pode 

existir. Com base no mecanismo de fototividade dos semicondutores a dopagem destes 
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favorece a fotoativação pela luz visível devido ao surgimento de novos níveis de energia 

produzidos entre a banda proibida “band gap” do material (ZALESKA, 2008).  

Kim et al. (2009) avaliando nanopartículas de prata para o controle in vitro de Raffaela 

sp., verificaram que o crescimento do fungo foi inibido, sendo que quanto maior a dose 

utilizada, menor crescimento de hifas de fungos, e menor germinação dos conídios. Já em 

trabalho realizado por Kim et al. (2012) avaliando o efeito antifúngico de três diferentes 

nanopartículas de prata, em diferentes concentrações no controle in vitro de dezoito espécies 

de fitopatogênicos, observaram a inibição total do crescimento da maioria dos patógenos na 

maior concentração (100 ppm). Araújo (2014) observou redução no crescimento micelial de 

Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides e 

Rhizoctonia solani com a aplicação de nanopartículas de prata.  

Em trabalho conduzido por Mamede (2018) foi observado que nanocristal de ZnO não 

apresentou efeito bactericida para Pantoea ananatis, porém quando utilizado nanocristais de 

ZnO dopados com Cu, Mn, Ni, Au e Ag que apresentam tamanho de 20nm e forma de bastão 

foi observado inibição do crescimento bacteriano in vitro.  

Segundo Dastjerdi e Montazer (2010) para o controle de microrganismos, 

nanopartículas mais estudadas são as de prata e ouro, sendo estes, capazes de agir em mais de 

500 microrganismos patogênicos (bactérias, vírus e fungos). Os autores ainda citam que 

existem poucos relatos indicando a resistência bacteriana, sendo eficazes tanto em bactérias 

Gram negativas, quanto Gram positivas, e, além disso, apresentam baixa toxicidade para 

células animais.  

Como uma alternativa no controle de fitopatógenos a utilização de nanopartículas 

representa uma inovação tecnológica na agricultura com grande potencial, porém há 

necessidade de mais estudos para o conhecimento dos seus mecanismos de toxicidade nos 

níveis celular e molecular, melhores dopagens e concentrações para obtenção de alta 

eficiência sobre o alvo.  
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CAPÍTULO 1. AGRESSIVIDADE E DIVERSIDADE GENÉTICA DE ISOLADOS DE 

Pantoea ananatis 

RESUMO 

A cultura do milho (Zea mays L.) tem grande importância na agricultura brasileira devido à 
extensa área cultivada. A mancha branca do milho, causada pela bactéria Pantoea ananatis 
tem ocorrência endêmica em algumas regiões e para o controle da doença recomenda-se a 
utilização de genótipos resistentes. No entanto, para a obtenção de genótipos resistentes deve-
se avaliar a agressividade dos isolados a serem utilizados e também conhecer a sua 
diversidade genética. Portanto, este trabalho teve como objetivos: avaliar a agressividade e 
caracterizar molecularmente isolados de P. ananatis. Para a avaliação da agressividade, foram 
utilizados nove isolados de P. ananatis inoculados em três genótipos de milho (DKB230, 
AG9025 e 2B810PW) com quatro repetições. A severidade da mancha branca das folhas foi 
avaliada aos 2, 4, 6 e 8 dias após a inoculação usando uma escala de notas. Para 
caracterização molecular foram estudados 23 isolados de P. ananatis utilizando os primers 
específicos ANAF/ANAR e primer universal BOX. Os isolados UFU A18 e UFU B13 foram 
os mais agressivos, para os genótipos DKB230 e AG9025. Na caracterização molecular os 
isolados foram identificados como P. ananatis e apresentaram diversidade genética 
representada pela formação de nove grupos com similaridade no corte de 50%. O presente 
trabalho poderá auxiliar os programas de melhoramento genético, na seleção de híbridos de 
milho resistentes à bactéria.  

Palavras-chave: Mancha branca; primers; PCR; Zea mays. 
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CHAPTER 1. AGGRESSIVENESS AND GENETIC DIVERSITY OF ISOLATES OF    
Pantoea Ananatis 

ABSTRACT 
 

The culture of maize (Zea mays L.) is of great importance in Brazilian agriculture due to the 
extensive cultivated area. The maize white spot, caused by Pantoea ananatis has occurrence 
endemic in some regions and for the control of the disease it is recommended the use of 
resistant genotypes. However, to obtain resistant genotypes to assess aggressiveness of 
isolates to be used and also know their genetic diversity. Therefore, this work had as 
objective: to assess the aggressiveness and moleculary characterize isolates of P. ananatis. For 
the assesment of aggressiveness, were used   nine isolates of P. ananatis inoculated in three 
maize genotypes (DKB230, AG9025, 2B810PW); with four replications. The severity of 
white spot syndrome of leaves was evaluted at 2, 4, 6 and 8 days after inoculation, using a 
scale note. For molecular characterization were studied 23 isolates of P. ananatis using the 
specific primers ANAF/ANAR and universal primer BOX. . The   UFU A18 and UFU B13 
were the most aggressive, to the genotypes DKB230 and AG9025. The molecular 
characterization of theisolates were identified as P. ananatis and showed   genetic diversity 
represented by the formation of nine groups with similarity in the cut of 50%. The present 
study may assist breeding programs in the selection of maize hybrids resistant to bacteria. 
 
Keywords: Maize white spot; primers; PCR; Zea mays. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A cultura do milho (Zea mays L.) tem grande importância no cenário da agricultura 

brasileira, a área plantada compreende grande parte do território nacional. Contudo, as 

modificações ocorridas ao longo dos anos no sistema de produção, como expansão da 

fronteira agrícola, adoção do sistema de plantio direto, aumento da população de plantas, 

condições climáticas favoráveis, além de cultivos sucessivos de milho na mesma área, 

geraram condições ideais para o desenvolvimento de várias doenças foliares (PAES, 2006). 

Destacando-se a mancha branca causada pela bactéria Pantoea ananantis (PACCOLA-

MEIRELLES et al., 2001).  

A doença tem ocorrência endêmica em algumas regiões do país, onde as perdas em 

produtividade podem ser superiores a 60% em condições de ambiente favorável e uso de 

genótipos suscetíveis (COSTA et al., 2009). A doença é favorecida por condições de 

temperatura moderada em torno de 14 °C e alta umidade do ar associada a frequentes 

períodos de chuva (SAWAZAKI et al., 1997). Caracterizada por lesões de formato elíptico a 

circular, aquosas do tipo anasarca, inicialmente de coloração verde-clara que ao final do ciclo 

da cultura tornam-se necróticas de cor palha, podendo variar em diâmetro e incidência nas 

folhas (COSTA et al., 2009). Segundo Fernandes e Oliveira (2000) os sintomas iniciam-se nas 

folhas inferiores das plantas de milho, evoluindo rapidamente em direção do ápice, sendo 

mais severos após o estádio de pendoamento. 

Devido uma produção intensa da cultura do milho, houve uma modificação na 

dinâmica populacional dos patógenos, promovendo um incremento na incidência e na 

severidade de doenças nas regiões produtoras (LANZA, 2009). Com isso, o estudo da 

agressividade de isolados se faz importante, visando auxiliar os programas de melhoramento 

na obtenção de genótipos resistentes. 

 A identificação da bactéria é feita por caracterização bioquímica, fisiológica e 

molecular (BOMFETI et al. 2008; FIGUEIREDO et. al., 2012; SCHAAD et al. 2001) dos 

isolados bacterianos. A caracterização molecular permite o estudo da variabilidade genética 

por meio da extração do DNA genômico, quantificação do DNA e amplificação do DNA 

genômico por oligonucleotideos iniciadores. Permitindo o agrupamento de isolados 

bacterianos de acordo com diferentes fatores, como: condições ambientais, local de origem, 

material de coleta, entre outros. Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo estudar 

agressividade e a diversidade genética de isolados de Pantoea ananatis, da cultura do milho. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Bacteriologia Vegetal e em casa 

de vegetação, do Instituto de Ciências Agrárias (ICIAG), da Universidade Federal de 

Uberlândia (UFU), Campus Umuarama. 

2.1 Obtenção dos isolados de Pantoea ananatis e padronização do inóculo 
 

Os isolados de Pantoea ananatis (Tabela 1) pertencentes à coleção de trabalho do 

Laboratório de Bacteriologia Vegetal do ICIAG/UFU foram cultivados em meio de cultura 

523 (Kado & Heskett, 1970). A suspensão bacteriana foi quantificada e calibrada em 

espectrofotômetro DO550=0,5 a 108 UFC.mL-1. 

 

TABELA 1. Isolados de Pantoea ananatis provenientes de diferentes hospedeiros e locais, 
pertencentes à coleção de trabalho do Laboratório de Bacteriologia Vegetal da Universidade 
Federal de Uberlândia. Uberlândia – MG. 
Isolado Hospedeiro Isolamento Procedência 

UFU A18 Zea mays L. Folha Morrinhos-GO 
UFU B13 Zea mays L. Folha Planaltina de Goias-GO 
UFU D14 Zea mays L. Folha Uberlândia-MG 
UFU D30 Zea mays L. Folha Uberlândia-MG 
UFU E4 Zea mays L. Folha São João da Aliança-GO 
UFU E43 Zea mays L. Espiga Uberlândia-MG 
UFU E59 Coffea sp. Ápice Franca-SP 
UFU F15 Brachiaria spp. Folha Uberlândia-MG 
UFU F16 Brachiaria spp. Folha Uberlândia-MG 
UFU F17 Digitaria spp. Folha Uberlândia-MG 
UFU F19 Panicum maximum Folha Uberlândia-MG 
UFU F20 Cenchrus echinatus L. Folha Romaria-MG 
UFU F22 Cenchrus echinatus L Folha Uberlândia-MG 
UFU F40 Zea mays L. Folha Brasília-DF 
UFU F49 Zea mays L. Folha Formosa-GO 
UFU F50 Zea mays L. Folha Formosa-GO 
UFU F52 Zea mays L. Folha Formosa-GO 
UFU F55 Zea mays L. Folha Formosa-GO 
UFU G13 Zea mays L. Semente Formosa-GO 
UFU G48 Zea mays L. Folha Formosa-GO 
UFU G73 Zea mays L. Semente Formosa-GO 
UFU G74 Zea mays L. Semente Formosa-GO 
UFU G75 Zea mays L. Semente Formosa-GO 
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2.1.1 Avaliação da agressividade de isolados de Pantoea ananatis em genótipos de milho 
 

O experimento foi conduzido em delineamento experimental de blocos casualizados, 

em esquema fatorial (9x3x6). Sendo nove isolados bacterianos UFU A18, UFU B13, UFU 

D14, UFU E4, UFU E43, UFU F40, UFU F49 e UFU G13 e UFU G77 e três genótipos de 

milho DKB230 (suscetível), AGV9025 (suscetível) e 2B810PW (resistente) cedidos pela 

empresa Dow AgroSciences e seis repetições. 

O cultivo foi em vasos de 500 g contendo solo, areia grossa e vermiculita na proporção 

de 3:1:1, com duas plantas por vaso. Plantas apresentando três a quatro folhas 

(aproximadamente 15 dias após a semeadura) foram inoculadas por aspersão (108 UFC mL-1, 

OD550 = 0,5) e submetidas à câmara úmida 24 h antes e após a inoculação.  

A severidade da mancha branca das folhas foi avaliada aos 2, 4, 6 e 8 dias após a 

inoculação, usando uma escala de notas variando de 0 a 4, onde: 0 = folha sem sintoma, 1 = 

de 1 a 25% da folha lesionada, 2 = de 26 a 50% da folha lesionada, 3 = de 51 a 75% da folha 

lesionada, 4 = acima de 75% da folha lesionada.  

A Área Abaixo da Curva de Progresso de Severidade (AACPS) foi calculada pela 

fórmula: AACPS = ∑ ((Yi + Yi+1) /2) (ti+1 – ti), onde: Y representa a intensidade da doença 

(nota atribuída de acordo com a escala diagramática usada); t é o tempo (intervalo entre as 

avaliações, em dias); e i representa o número de avaliações no tempo (SHANER e FINNEY, 

1977). Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias foram 

comparadas pelo teste de Tukey (1953) a (p≤0,05), utilizando o software SISVAR 

(FERREIRA, 2008). 

2.2 Caracterização molecular de isolados de Pantoea ananatis pela reação em cadeia 
polimerase  
 

O DNA de 23 isolados de Pantoea ananatis foram avaliados pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR) para o estudo da divergência genética utilizando o primer BOX e para 

identificação usando o par de primers específico ANAF/ANAR.  

2.2.1 Extração do DNA 
 

O DNA genômico bacteriano foi extraído conforme protocolo de extração de bactéria 

Gram negativa por meio do Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega). 
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2.2.2 Quantificação do DNA 
 

O DNA extraído foi quantificado em (ng/μl) por meio da leitura no NanoDrop (2000 

Thermo Scientific) e a qualidade do DNA foi feita por meio da relação de absorbância das 

amostras à DO260 /DO280.  

2.2.3 Identificação de Pantoea ananatis por primers específicos  
 

Os iniciadores específicos para Pantoea ananatis: ANAF (5’-CGT GAA ACT ACC 

CGT GTC TGT TGC-3‘) e ANAR (5’-TGC CAG GGC ATC CAC CGT GTA CGC T-3’) 

permitiram à amplificação de uma sequência de DNA com aproximadamente 360 ou 388 pb 

(FIGUEIREDO e PACCOLA-MEIRELLES, 2012). Esses primers específicos são 

responsáveis por confirmar a identidade dos isolados bacterianos.  

As reações de PCR foram realizadas na concentração e no volume final de 12,5 μL de 

reação, composta de 50 ng de DNA genômico, 1X tampão de PCR 10X com Mg 2+, 2,0 μM 

de cada iniciador, 0,2 mM de dNTP, e 1 U Taq DNA polimerase. A reação de amplificação 

foi realizada em termociclador ThermoHybaid: Omn-E seguindo protocolo para primer 

específicos ANAF/ANAR. Os produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em 

gel de agarose a 1,0%, corados com SYBR Safe, visualizados sob luz ultravioleta e 

fotografados. 

2.2.4 Diversidade genética de Pantoea ananatis pelo primer BOX 
 

Os DNAs cromossômicos de cada isolado foram amplificados pela sequência 

repetitiva do primer BOX A1- R (5’ – CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G – 3’). A 

reação foi realizada um volume final de reação de 12,5 μL contendo, 1 X tampão de PCR 

10X, 0,2 mM de dNTP, 1 µM do primer BOX A1R, 1 U de Taq polimerase e 50 ng µL-1 de 

DNA 10,5 µL. A reação de amplificação foi realizada em termociclador ThermoHybaid: 

Omn-E seguindo o protocolo para o primer BOX. Os produtos de amplificação foram 

analisados por eletroforese em gel de agarose como descrito anteriormente. 

2.2.5 Dendrograma 
 

Para o estudo da diversidade genética dos isolados foi gerado um dendrograma de 

similaridade gerado a partir do Coeficiente de Jaccard entre perfis dos isolados de Pantoea 

ananatis. Para os resultados obtidos através do iniciador BOX-PCR foi feita uma análise em 
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relação ao peso molecular, onde os fragmentos de mesmo peso molecular são considerados 

homólogos. Cada isolado recebeu um haplótipo combinado binário, onde os lócus com a 

presença do gel translucido recebe o valor 1 e o loco ausente o valor 0. Para o cálculo da 

frequência dos haplótipos utilizou o programa Excel. Gerou o dendograma por meio de uma 

matriz de similaridade algoritmo UPGMA (método de médias aritméticas não ponderadas) no 

programa computacional DARwin 5.0 e o coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizando-

se o programa Genes (CRUZ, 2013). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

3.1 Avaliação da agressividade de isolados de Pantoea ananatis 

  

Para a área abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) da mancha branca 

do milho (Tabela 2) houve interação significativa entre os isolados de Pantoea ananatis e os 

genótipos analisados. Para o genótipo 2B810PW, considerado resistente, não houve 

ocorrência da doença, enquanto que para os genótipos susceptíveis DKB230 e AGV9025 foi 

observada a ocorrência da doença. Os isolados de Pantoea ananatis UFU A18 e UFU B13 

apresentaram a maior severidade de doença diferindo significativamente dos demais para os 

dois genótipos de milho suscetíveis. Os isolados bacterianos UFU F40 e UFU F49 

apresentaram agressividade intermediária e os isolados UFU D14, UFU E4, UFU E43, UFU 

G13 e UFU G77 foram os menos agressivos. Não houve correlação entre a agressividade dos 

isolados e sua origem geográfica. 

A variação na agressividade dos isolados indica a possibilidade do patógeno possuir 

raças. De acordo com Brito et al. (2011) provavelmente devido alterações na população do 

patógeno por pressão de seleção direcional, em favor de raças mais agressivas, acelerada pelo 

aumento de fonte de inóculo no campo, em função de plantios sucessivos de safra e safrinha, 

ausência de rotação de cultura e utilização frequente de fungicidas. Entretanto, ainda não foi 

descrito a ocorrência de raças de Pantoea ananatis na cultura do milho no Brasil (SILVA e 

TEBALDI, 2018). 

TABELA 2. Área abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) da mancha branca do 
milho de diferentes isolados Pantoea ananatis e diferentes genótipos de milho. Uberlândia – 
MG. 

  AACPD 
Isolados DKB230 AGV9025 2B810PW 
UFU A18 10,50bA 10,25bA 0,00aA 
UFU B13 10,25bA   9,50bA 0,00aA 
UFU F40   6,75bB   7,00bB 0,00aA 
UFU F49   6,75bB   7,00bB 0,00aA 
UFU D14   3,50bC   2,50bC 0,00aA 
UFU G77   3,00bC   2,50bC 0,00aA 
UFU G13   2,50bC   2,50bC 0,00aA 
UFU E43   2,50bC   2,50bC 0,00aA 
UFU E4   2,50bC   1,00 aC 0,00aA 
CV (%) 19,55     
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Médias seguidas de letras minúsculas na linha e maiúsculas na coluna pela mesma letra não diferem 
entre si pelo Teste de Tukey a 0.005 de probabilidade. 
 

Dentre as medidas de controle de doenças, a utilização de genótipos resistentes 

constitui uma fonte segura e sem riscos ambientais (EMBRAPA, 2009). No presente trabalho 

observou-se maior severidade da doença mancha branca nos genótipos suscetíveis. Segundo 

Costa et al. (2009) os sintomas encontrados em genótipos suscetíveis podem chegar a perdas 

superiores a 60% na produção. Bespalhok et al. (2016) argumenta que a resistência de plantas 

à patógeno é um dos principais objetivos do melhoramento genético, uma vez que se torna 

mais barato o seu uso, além do menor impacto ambiental e benefícios ao produtor e 

consumidor. De acordo com Pereira et al. (2012) o uso de produtos químicos para o controle 

da mancha branca do milho não é eficiente e torna-se imprescindível a utilização de cultivares 

resistentes.  

Nos programas de melhoramento genético, para a obtenção de variedades resistentes 

deve-se considerar a agressividade dos isolados a serem inoculados no hospedeiro, uma vez 

que a utilização de isolados menos agressivos podem mascarar a reação dos genótipos sem 

separá-los convenientemente em termos de resistência. Os isolados bacterianos estudados em 

experimentos de agressividade, geralmente são selecionados a partir do estudo de 

variabilidade genética do patógeno (NAKATANI et al. 2009). Com isso, é importante a 

identificação do patógeno por meio de primers específicos e o estudo de sua diversidade 

genética através de primers universais pela ferramenta da PCR. 

3.2 Diversidade genética de isolados de Pantoea ananatis 

 

Todos os DNAs dos 23 isolados bacterianos foram amplificados com o par de primers 

ANAF/ANAR específico para Pantoea ananatis, gerando um único fragmento de 

aproximadamente 380 pb, confirmando a identidade da bactéria como Pantoea ananatis. 

Estes resultados estão de acordo  com Figueiredo e Paccola-meirelles (2012), que 

identificaram a presença da bactéria Pantoea ananatis associadas com a cultura do milho, 

sorgo e gramínea através da técnica da PCR, utilizando tais primers. 

A análise de agrupamento dos isolados de Pantoea ananatis (Figura 1) tem por 

finalidade dividir os isolados em grupos com maior similaridade com um ponto de corte para 

divisão dos grupos em 50% do valor obtido na formação do grupo final, sendo neste trabalho 

separados em nove grupos. O grupo II alocou 4 isolados UFU F52, UFU G48, UFU F15 e 
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UFU F17, onde os dois últimos isolados possuem a mesma origem, do Município de 

Uberlândia, apesar de apresentarem hospedeiros diferentes. Entretanto, para os demais grupos 

foi observado que o local de origem não é fator preponderante na determinação da 

similaridade genética dos isolados, uma vez que, não há relação evidente entre a composição 

dos grupos com o local de origem.  

Há variabilidade genética entre os isolados, pois há uma variação na distribuição das 

sequencias BOX, indicando a existência de variação genotípica dos isolados, não podendo ser 

arranjados em grupos distintos em função do local de origem e da agressividade. O DNA 

cromossômico de cada isolado bacteriano foi amplificado de maneira diferente, pela 

sequência repetitiva do primer BOX, que amplifica regiões intergênicas distintas no genoma 

gerando padrões de bandas diferentes (PAIVA, 2014). Estudos realizados por Casais et al. 

(2014), utilizando a técnica de PCR para caracterização de Xylella fastidiosa em citros, em 

duas regiões diferentes no Estado da Bahia, encontraram relação da diversidade genética em 

função da região geográfica de cultivo do hospedeiro. Em contrapartida, outro estudo de 

variabilidade, não encontrou relação entre a região de coleta com os grupos formados 

(NAKATANI et al., 2009) e para isolados de Xanthomonas citri subsp. citri em laranja doce 

(ZANUTTO et al., 2013). 
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FIGURA 1. Dendograma de 23 isolados de Pantoea ananatis de acordo com o índice de similaridade obtido pelo primer BOX. 
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4. CONCLUSÕES 
 

O genótipo 2B810PW mostrou-se resistente a Pantoea ananatis. 

Os isolados de Pantoea ananatis UFU A18 e UFU B13 apresentaram maior 

agressividade nos genótipos de milho susceptível. 

A utilização de primers específicos ANAF/ANAR permitiu a identificação dos 23 

isolados bacterianos de Pantoea ananatis. 

Os isolados de Pantoea ananatis apresentaram diversidade genética, não sendo 

possível agrupá-los de acordo com a região geográfica e a agressividade. 
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CAPÍTULO 2. NANOPARTÍCULAS NO CONTROLE DE Pantoea ananatis NA 
CULTURA DO MILHO 

RESUMO 
 

A bactéria Pantoea ananatis, agente causal da mancha branca do milho ocorre com 
frequência em diferentes regiões produtoras de milho do país. O controle químico da doença 
não é eficiente e métodos adicionais devem ser avaliados. A utilização de nanopartículas na 
agricultura representa uma importante inovação tecnológica, esses nanomaterias têm sido 
utilizados como agentes antimicrobianos. As nanopartículas de ZnO produzem efeito 
bactericida e a dopagem desta com outros elementos podem alterar sua estrutura 
potencializando seu efeito. Diante disso, o pressente trabalho teve como objetivo avaliar o 
efeito de nanopartículas no controle da Mancha branca do milho (MBM) em condições 
controladas. Para o tratamento preventivo e curativo da doença, plantas de milho foram 
pulverizadas com nanocristais de ZnO dopados com quatro elementos: cobre (Cu), manganês 
(Mn), ferro (Fe) e níquel (Ni) em diferentes concentrações (10, 5 e 2,5 mg mL-1), duas formas 
de controle e quatro repetições. As plantas foram inoculadas com suspenção bacteriana de 
Pantoea ananatis na concentração de 108 UFC mL-1. A utilização de nanocristais de óxido de 
zinco (ZnO) apresentou efeito bactericida para P. ananatis quando dopadas com cobre e 
manganês. Recomenda-se a aplicação dos produtos para o controle preventivo ou curativo da 
bactéria Pantoea ananatis. Este é o primeiro relato da utilização de nanopartículas no controle 
fitobactérias in vivo, sendo uma tecnologia promissora. 
 
Palavras-chave: Bactericida; Mancha branca; Nanocristais 
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CHAPTER 2. NANOPARTICLES IN CONTROL OF PANTOEA ANANATIS IN 
CORN CULTURE 

ABSTRACT 
 

The Pantoea ananatis, causal agent of maize white spot occurs frequently in different maize 
producing regions of the country. The chemical control of the disease is not efficient and 
additional methods should be evaluated. The use of nanoparticles in agriculture represents an 
important technological innovation; these nanomaterials have been used as antimicrobial 
agents. The Zinc oxide (ZnO) nanoparticles produce bactericidal effect and the doping this 
with other elements can change their structure leveraring its effect. This work had objective to 
evaluate the effect of nanoparticles in the control of maize white spot (MWS) under 
controlled conditions. For the preventive and curative treatment of the disease, maize plants 
were sprayed with nanoparticles of ZnO doped with four elements: copper (Cu), manganese 
(Mn), iron (Fe) and nickel (Ni) at different concentrations (10, 5 and 2.5, 5 mg mL-1), two 
forms of control (preventive and curative), and four replications. The plants were inoculated 
with the bacterial suspension of P. ananatis at a concentration of 108 CFU mL-1. The use of 
ZnO nanocrystals showed bactericidal effect for P. ananatis when doped with Cu and Mn. It 
is recommended the application of the products for preventive or curative control of P. 

ananatis. This is the first report on the use of nanoparticles in control phytobacterias in vivo, 
being a promising technology. 
 
Keywords: Bactericide; Maize white spot; Nanocrystals. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A mancha branca do milho (MBM) causada pela bactéria Pantoea ananatis 

(PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001) está presente em praticamente todas ás áreas onde o 

milho (Zea mays L.) é cultivado no país. A ocorrência da doença é favorecida em condições 

de temperatura moderada e alta umidade relativa do ar (COSTA et al., 2010). A alta 

incidência da MBM pode reduzir a área fotossinteticamente ativa e causar perdas de até 60% 

na produção final (COSTA et al., 2009).  

Dentre as estratégias de controle, a utilização de genótipos resistentes constitui uma 

fonte segura e sem riscos ambientais, uma vez que, a utilização de produtos químicos não vem 

apresentando a mesma eficiência (ROMEIRO, 2005), por isso, inovações tecnológicas devem 

ser avaliadas, como o uso de nanocristais com ação antimicrobiana. Com tamanho inferior a 

100 nm, as nanopartículas (NPs) apresentam elevada eficácia biocida, já que o pequeno 

tamanho e a alta relação superfície/volume admite interações íntimas com as membranas 

microbianas (ALLAKER, 2010; MORONES et al., 2005). 

A utilização de nanopartículas na agricultura representa uma importante inovação 

tecnológica, porém há necessidade de mais estudos para o conhecimento dos seus 

mecanismos de toxicidade em níveis celular e molecular, melhores dopagens e concentrações 

para obtenção de alta eficiência sobre os alvos. Elas podem ser utilizadas na produção de 

nanofertilizantes, nanocidas ou pesticidas encapsulados em nanopartículas para liberação 

controlada (FURLANETO, 2011).  

As nanopartículas de ZnO produzem efeito bactericida através do aumento do nível 

intracelular de espécies reativas de oxigêncio (EROs), no qual ocasionam vazamento da 

membrana plasmática, danos celulares e morte (WANG et al., 2014). As nanopartículas 

podem ser amorfas ou cristalinas, sendo que as cristalinas apresentam baixa genotoxicidade 

quando comparadas as amorfas. Quanto à forma, a forma esférica tem a penetração mais 

dificultada nas paredes celulares bacterianas, quando comparadas com formato de bastão ou 

fio (YANG et al., 2009). O nanocristal de ZnO pode ser ajustado alterando a estrutura física e 

eletrônica através da dopagem. A dopagem permite integrar novos elementos na estrutura da 

nanopartícula, modificando assim suas características químicas através do processo de 

substituição de íons por outros no cristal (CALLISTER JÚNIOR, 2002).  

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a ação de nanocristais de 

ZnO dopados com cobre, manganês, ferro e níquel no controle preventivo e curativo de 

Pantoea ananatis, em casa de vegetação. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Foram realizados dois experimentos no Laboratório de Bacteriologia Vegetal 

(LABAC) e em Casa de Vegetação, do Instituto de Ciências Agrárias (ICIAG), da 

Universidade Federal de Uberlândia (UFU).  

2.1 Ensaio 1 

2.1.1 Obtenção do isolado de Pantoea ananatis e padronização do inóculo 
 

O isolado UFU A18 de Pantoea ananatis pertencente à coleção de trabalho do 

LABAC foi cultivado em meio de cultura 523 (Kado & Heskett, 1970). Após 48 h foi 

preparada uma suspensão bacteriana em água filtrada esterilizada e ajustada em 

espectrofotômetro para OD550=0,5 (1x108 UFC mL-1).  

2.1.2 Obtenção dos nanocristais de ZnO 
 

Os nanocristais de ZnO 0,1 Cu, ZnO 0,05 Fe, ZnO 0,2 Mn, ZnO 0,7 Ni foram 

sintetizadas no Laboratório de Novos Materiais Isolantes e Semicondutores, do Instituto de 

Física da UFU e preparadas nas concentrações 5 e 10 mg mL-1. 

2.1.3 Condução e avaliação 
 

O experimento foi em esquema fatorial (2x5x2), composto de 2 controles (preventivo 

e curativo), 5 produtos (4 tipos de nanopartículas e a água) e 2 concentrações das 

nanopartículas (10 e 5 mgmL-1, com quatro repetições, sendo considerado como unidade 

experimental, um vaso contendo cinco plantas. 

Em casa de vegetação, as plantas de milho do híbrido P1630H foram cultivadas em 

vasos com capacidade de 500 mL, contendo substrato solo, areia e húmus (3:1:1).  

Para o controle preventivo, após 15 dias da semeadura, as plantas (três a quatro folhas) 

foram pulverizadas até o ponto de escorrimento com as nanopartículas e água, e três dias após 

as plantas foram inoculadas via pulverização das folhas com a suspensão bacteriana.  

No controle curativo, as plantas foram inoculadas com suspensão bacteriana, e três 

dias após foram pulverizadas com as nanopartículas e água. Plantas pulverizadas com água 

foram consideradas as testemunhas. As plantas foram mantidas em câmara úmida 24 horas 

antes e após a inoculação.  
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A severidade da mancha branca foi avaliada aos 3, 6, 9 e 12 dias após a inoculação, 

usando uma escala de notas diagramática, variando de 0 a 4, onde: 0 = folha sem sintoma, 1 = 

de 1 a 25% da folha lesionada, 2 = de 26 a 50% da folha lesionada, 3 = de 51 a 75% da folha 

lesionada, 4 = acima de 75% da folha lesionada. 

A Área Abaixo da Curva de Progresso de Severidade (AACPS) foi calculada pela 

fórmula: AACPS = ∑((Yi + Yi+1)/2)(ti+1 – ti), onde: Y representa a intensidade da doença (nota 

atribuída de acordo com a escala diagramática usada); t é o tempo (intervalo entre as 

avaliações, em dias); e i representa o número de avaliações no tempo (SHANER e FINNEY, 

1977).  

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias foram 

comparadas pelo teste de Tukey (1953) a (p≤0,05), utilizando o software SISVAR 

(FERREIRA, 2008). 

2.2 Ensaio 2 
 

Idem ao primeiro experimento com exceção das doses testadas que foram (5 e 2,5 mg mL-1), 
respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Nos dados não houve interação significativa entre os nanocristais e os controles 

preventivo e curativo. No experimento 1 (Tabela 2) nanopartículas de ZnO 0,1 Cu e ZnO 0,2 

Mn na concentração de 5 mg mL-1 (Tabela 2), no primeiro ensaio, apresentaram menor área 

abaixo da curva do progresso da severidade da mancha branca do milho, portanto maior 

controle da mancha branca do milho, diferindo significativamente da testemunha. Resultados 

semelhantes foram obtidos no segundo experimento para o nanocristal dopado com na 

concentração de 5 mg mL-1, diferindo significativamente da testemunha. 

 Os nanocristais de tamanhos menores possuem elevada área de superfície sendo mais 

eficazes em menores concentrações, atuando diretamente a superfície da membrana celular 

bacteriana e conseguindo se instalar dentro da mesma (SANTANA et al., 2015). Os 

mecanismos de ação inibitória dos nanocristais podem estar relacionados com a perda da 

capacidade de replicação do DNA da bactéria e a inativação das proteínas celulares (ARAB et 

al., 2017). Todos os nanocristais nesse estudo possuem o mesmo tamanho de 20 nm e forma 

de bastão, o que caracteriza essa forma esférica de penetração mais facilitada nas paredes 

celulares bacterianas. 

 

TABELA 1. Área abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) da mancha branca do 
milho, no controle preventivo e curativo da doença com diferentes nanocristais e 
concentrações. Uberlândia – MG. 

  Ensaio 1 Ensaio 2 
AACPD  AACPD 

Nanocristais  [mg/mL] Preventivo Curativo [mg/mL] Preventivo Curativo 

ZnO 0,1Cu  5 3,25 4,00 5 1,50 3,00 
ZnO 0,1Cu  10 5,00 6,75 2,5 3,00 3,50 
ZnO 0,2 Mn  5 2,25 4,00 5 6,00 4,00 
ZnO 0,2Mn  10 6,00 4,00 2,5 5,00 3,50 
ZnO 0,05Fe  5 4,50 5,75 5 9,00  8,25 
ZnO 0,05Fe  10 4,50 6,50 2,5 9,00 7,75 
ZnO 0,7Ni  5 6,50 4,50 5 6,00      7,50 
ZnO 0,7Ni  10 5,75 4,66 2,5 8,00  6,50 
Testemunha 0 10,50 10,50 0 10,00 10,00 

Média   4,72 5,02   5,94 5,50 

CV (%) 75,07       CV (%) 52,09   
ns – não significativo pelo teste F 5%.  
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TABELA 2. Área abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) da mancha branca do 
milho com diferentes nanocristais em plantas de milho. Uberlândia – MG. 

Ensaio 1 Ensaio 2 

Nanoparticula  [mg/mL] AACPD1 [mg/mL] AACPD1 

ZnO 0,1Cu  5 3,62a 5 2,25a 
ZnO 0,1Cu  10 5,87ab 2,5 3,25ab 
ZnO 0,2Mn  5 3,12a 5 5,00abc 
ZnO 0,2Mn  10 5,33ab 2,5 4,25abc 
ZnO 0,05Fe  5 5,12ab 5 8,63cd 
ZnO 0,05Fe  10 5,50ab 2,5 8,37bcd 
ZnO 0,7Ni  5 5,50ab 5 6,75abcd 
ZnO 0,7Ni  10 5,10ab 2,5 7,25abcd 
Testemunha 0 10,50b 0 10,00d 
Médias seguidas de letra iguais na coluna, não diferem entre si pelo Teste de Tukey1 a 0,05 de probabilidade.  

 

De acordo com Wijnhoven et al. (2009), a atividade antibacteriana de nanopartículas 

de prata foi dependente do tamanho, onde nanocristais de menor dimensão favorecem uma 

melhor penetração na membrana celular, podendo assim, prejudicar o funcionamento celular 

retardando a velocidade de suas atividades vitais e ocasionar danos celulares (MORONES, 

2005; SHARMA, 2009). Consolini (2015) mostrou que as nanopartículas de prata afetaram a 

permeabilidade seletiva das células resultando em morte celular. 

As NPs de ZnO apresentam atividade antimicrobiana contra uma vasta gama de 

microrganismos caracterizando como uma tecnologia promissora no controle de 

microrganismos (ESPITIA et al., 2012). De acordo com Mamede (2018) os nanocristais de 

ZnO dopados com Cu, Fe, Mn, Ni, Au e Ag inibiram o crescimento de Pantoea ananatis in 

vitro, corroborando com o presente resultado do controle da bactéria em plantas de milho, 

principalmente para os nanocristais de ZnO dopadas com Cu e Mn, tendo ação bactericida na 

dosagem de 5 mg mL-1. Entretanto, na concentração de 10 mg mL-1 não foi possível confirmar 

ação bactericida dessas nanopartículas. Mamede (2018) também observou que ZnO dopado 

com Mn e Cu em menores concentrações resultaram em maiores halos de inibição, ao passo 

que, as maiores concentrações tiveram efeito toxico ou não apresentou halo de inibição. Em 

trabalho prévio aos ensaios realizados, testando doses maiores de nanocristais no controle de 

Pantoea ananatis foi observado fitotoxidez em plantas de milho. 
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Os nanocristais de ZnO dopado com Fe e Ni não apresentaram diferença significativa 

em relação a testemunha. Em contrapartida, esses nanocristais inibiram o crescimento in vitro 

da bactéria Pantoea ananatis (MAMEDE, 2018). 

A maior parte dos produtos registrados para o controle de mancha branca são aqueles à 

base de cobre, uma vez que o cobre atua na proteção do tecido vegetal contra infecções 

bacterianas e redução da população de bactérias na superfície da folha (LEITE JÚNIOR, 

2000). Na doença mancha aquosa do melão, causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli o 

uso de oxicloreto de cobre apresentou efeitos significativos no controle da doença, 

observando menor incidência da mesma (SALES JÚNIOR et al., 2005). No entanto, produtos 

de hidróxido de cobre e Oxicloreto de cobre usados para o controle de Pantoea ananatis 

foram fitotóxico para plantas de milho (BOMFETI et al., 2007). Assim, a utilização de 

nanocristais de ZnO dopados com Cu e Mn apresentam-se como uma fonte segura de controle 

da bactéria Pantoea ananatis, uma vez que as mesmas reduziram o crescimento bacteriano in 

vivo e não apresentou efeito fitotóxico nas dosagens estudadas. 

Em estudo da atividade fotocatalítica do ZnO dopado com manganês, usando como 

fonte de radiação luz UV e luz visível e, contaminante o azul de metileno, observaram que 

esses nanocristais podem ser utilizados como eficiente fotocatalisador, que degrada 

contaminantes orgânicos com eficiência (ULLAH et al., 2008). Em estudo realizado por 

Rekha et al., (2010) utilizando nanopartículas de ZnO dopadas com Mn apresentaram 

atividade antibacteriana para E. coli, Klebsiella pneumoniae, Shigella dysenteriae, Salmonella 

typhi, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus. 

Apesar dos mecanismos de toxicidade não serem ainda totalmente conhecidos em 

nível celular e molecular (MEYER et al., 2011), as NPs de ZnO apresentam características 

bactericidas, sendo capaz de combater tanto os microrganismos, como seus esporos (SAWAI 

et al., 1996). Esse efeito bactericida das nanopartículas de ZnO pode ser explicado pelo 

aumento do nível intracelular de espécies reativas de oxigênio, vazamento da membrana 

plasmática, dano celular, genotoxicidade (efeito tóxico sobre o material genético) e morte 

(apoptose) (FUKUI et al., 2012; SHARMA et al., 2012; WANG et al., 2014).  
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TABELA 3. Área abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) da mancha branca, 
com diferentes nanocristais, em plantas de milho. Uberlândia – MG. 

  Experimento 1 Experimento 2 
AACPD 

Preventivo 4,72a 5,93a 
Curativo 5,06a 5,50a 
Testemunha 10.50b 10.0b 
Médias seguidas da mesma letra não diferem entre si pelo Teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.  

 

Quanto à forma de controle, tanto a aplicação na forma preventiva e curativa 

apresentaram bons resultados. De acordo com Rodrigues et al. (2015) o controle preventivo 

da mancha bacteriana do tomateiro com diferentes biofertilizantes foi mais eficiente e 

reduziram a severidade da doença, promovendo redução na utilização de agroquímicos e 

consequentemente menor impacto ambiental. O controle de doenças bacterianas, após sua 

manifestação no campo, é de difícil controle, por isso, além das diferentes formas de controle, 

deve-se adotar medidas de manejo integrado baseado em medidas preventivas (LOPES, 

2009). Sendo assim, os nanocristais de ZnO dopados com Cu e Mn apresentam-se como uma 

tecnologia promissora para o controle da MBM. 
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4. CONCLUSÕES 
 

Nanocristais de ZnO no formato de bastão dopados com cobre e manganês na 

dosagem de 5 mg mL-1 reduziram a severidade da mancha branca do milho. 

Tanto o controle preventivo e o curativo foram eficientes para o manejo da doença. 

A utilização de nanocristais constitui uma inovação tecnológica no controle da 

bactéria Pantoea ananatis na cultura do milho.  
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